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Tumorspezifische Erkennungsmolekule 





Die Erfindung betrifft Erkennungsmolekiile , die gegen Tumore 
gerichtet sind und zur Diagnose und Therapie von 
Tumore rkrankungen -verwendet werden k6nnen . 

Tumor- oder Krebserkrankungen sind Geschwulsterkrankungen, ' die " 
eine ortlich umschriebene Zunahme des Gewebevolumens 
beschreiben. im weiteren Sinne ist jede lokalisierte 
Anschwellung durch Odeme, akute und/oder chronische 
Entzundungen, eine aneurysmatische Erweiterung oder auch eine 
entzundlich bedingte Organs chwel lung ein Tumor. Im engeren 
Sinne werden vor allem gewebliche Weubildungen wie. Gewachse, 
Blastome und/oder Neoplasien in Form eines spontanen,' 
verschiedenartig enthemmten, autonomen und irreversiblen 
UberschuSwachs turns von korpereigenem Gewebe, das in der Regel 
mit unterschiedlich ausgepragtem Verlust spezifischer Zellen 
und Gewebefunktionen verbunden ist, als Tumorerkrankungen 
verstanden. Es ist mdglich, Tumore nach ihrem biologischen 
Verhalten, aber auch nach einer histogenetischen Systematik 
bzw. nach klinischen oder pathologischen Befunden zu 
systematisieren . 
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Insbesondere im klinischen Bereich kann es erforderlich sein, 
Tumore moglichst fruhzeitig und auch selektiv zu erkennen, da 
eine fruhzeitige Erkennung und die dann folgende Behandlung 
bzw. Entfernung sicherstellt , daS die Geschwulst erfolgreich 
behandelt werden kann, ohne daiS die befallenen Organs trukturen 
bzw. Genabschnitte deformiert werden, wobei 1 weiterhin 
verhindert werden kann, daE sich Metastasen ausbilden. Auch 





bei den Folgeuntersuchungen nach einer Krebsbehandlung mussen 
kleinste Metastasen fruhzeitig detektiert werden, urn die 
weitere Nachbehandlung zu optimieren. Fur weite Bereiche der 
Arbeitsmedizin ist es auEerdem notwendig, zu bestimmen, ob ein 
Gewebe Oder ein Organ eine potentielle Krebsanf alligkeit 
zeigt, ohne dafi das Organ bzw. das Gewebe bereits selbst 
entartet bzw'. trans formiert ist. 

Die alteste und zugleich einfachste und zum Teil auch noch 
heute mit Erfolg angewendete Methode, einen Tumor zu erkennen, 
ist das Tasten und Schauen. So ist z.B. das Mammakarzinom bzw. 
das Prostatakarzinom als Knoten ertastbar. Hinweise auf 
Hautkrebs sind durch auffallige Muttermale durch den Arzt oder 
den Patienten selbst optisch zu detektieren. Andere optische 
Verfahren sind beispielsweise die bildgebenden Methoden. Hier 
werden mit Hilfe von Apparaten Bilder vom Korper auf genommen, 
auf denen ein Tumor erkennbar ist. Zu diesen Methoden zahlen 
zum Beispiel Rontgenbestrahlung wie auch die Computer- 
Tomographie (CT) . Bei diesen Verfahren wird der Korper mit 
energiereicher Strahlung durchleuchtet , wobei die entarteten 
Gewebestrukturen aufgrund der veranderten Durchlassigkeit fur 
diese Strahlung im Vergleich zum gesunden Gewebe erkennbar 
sind. Haufig werden bei diesen Methoden Kontrastmittel 
verwendet, die in entsprechende Regionen gespritzt werden und 
die Absorption erhohen. AuSerdem ist die Krebsdiagnose mittels 
Ultraschall sowie durch die Verwendung radioaktiv markierter 
Antikorper moglich, wobei die tumortypischen Antigene an die 
zu untersuchenden Organe binden und so die Tumore innerhalb 
des bildgebenden Verfahrens erkennbar machen. Neben den 
bildgebenden Methoden sind Laboruntersuchungen ein weiteres 
wichtiges Mittel zur Krebsf ruherkennung . Dabei werden Proben 
von Urin, Blut oder auch Gewebeproben auf Abnormitaten 
untersucht. Dies kann beispielsweise eine veranderte 
Zusammensetzung dieser Proben sein, aber auch das" Auftreten 
von Substanzen, die normalerweise nicht oder nur in geringen 




Mengen vorkonimen . Diese Substanzen werden allgemein als 
Tumormarker bezeichnet. sie' werden entweder vom Tumorgewebe 
selbst produziert Oder als Reaktion des Korpers auf den Tumor 
gebildet. Als Tumormarker werden neben Substanzen auch 
zellulare Veranderungen bezeichnet, deren qualitative Oder 
quantitative Analyse eine Aussage iiber das Vorliegen, den 
Verlauf oder eine Prognose von bosartigen Erkrankungen 
ermoglicht. Tumormarker sind meist physiologisch vorkommende 
bzw." modifizierte Substanzen, die gegenuber physiologischen 
Bedingungen oder der normalen genotypischen/phanotypischen 
Auspragung im Urin, Serum oder anderen Korperf liissigkeiten in 
erhohter oder erniedrigter Konzentration oder in oder auf 
Tumorzellen nachweisbar sind, wobei diese Substanzen vom 
Tumorgewebe synthetisiert und/oder sezerniert und folgend 
durch Tumorzerfall freigesetzt oder als Reaktion des 
Organismus auf einen Tumor gebildet werden. Es ist eine 
Vielzahl von Tumormarkern beschrieben worden, deren Einsatz 
insbesondere beim Dickdarmkrebs , Brustkrebs, Eierstockkrebs, 
Prostata- und Hodenkrebs und beim kleinzelligen Lungenkarzinom 
als sinnvoll gilt. Zu diesen Krebsmarkem gehort 
beispielsweise- das CEA, CA 15-3, CA 125, Alpha- Fetoprotein, 
HCG, das prostataspezifische Antigen, die neuronspezif ische 
Enolase, CA 19-9 und SCC. 

Die genannten Marker zeigen durch eine Erhohung im Serum oder 
in Geweben oder durch ihr Vorhandensein als modifizierte 
Proteine, Lipide und/oder Kohlenhydrate zum einen 
beispielsweise (i) • entzundliche Erkrankungen, Darmpolypen, 
Virusentzundungen aber insbesondere auch (ii) Zirrhosen, 
Entartungen, Tumore und Metastasen an. Bin GroSteil dieser 
Marker besteht aus . Molekulen, die Protein- als auch 
Kohlenhydratstrukturen, ggf. Lipide umfassen. Je geringer der 
Proteinanteil und demgemaS je groSer der Kohlenhydrat- oder 
Lipidanteil dieser Marker ist, urn so schwieriger kohnen diese 
beispielsweise mit Erkennungsmolekulen, wie z.B. Antikorpern, 




detektiert werden. Bisher warden durch Immunisierung von 
Mausen mit Hilfe der Hybridom-Technologie verschiedene 
Antikorper gegen Kohlenhydratstrukturen hergestellt . 

Die Krebsdiagnostik mit Erkennungsmolekulfen weist mehrere 
Nachteile auf. So konnen bestinunte Tumormarker auch bei 
nichtkanzerogenen Krankheiten auftreten, . wodurch die 
eingesetzten Erkennungsmolekule eine positive Reaktion 
anzeigen; weiterhin bedeutet eine Nichtinteraktion der 
Erkennungsmolekule nicht, da* keine Tumor krankbe it vorhanden 
ist. Ein weiterer Nachteil ist, da£ die bekannten 
Erkennungssubstanzen in der Regel unspezifisch sind. Das 
bedeutet, daS ein posit iver Nachweis nur in seltenen Fallen 
auf eine bestimmte Art der Tumor erkrankung weist. Ein 
15 weiterer, ganz .entscheidender Nachteil der bekannten 
Erkennungsmolekule ist aufierdem, daS sie nur bedingt zur 
Verlaufskontrolle der Entwicklung von Tumoren, beispielsweise 
nach einer Operation, verwendet we r den konnen . Das heiSt, die 
bekannten Tumormarker konnen in der Regel nicht zur 
10 Fruherkennung oder zur Nachbehandlung, insbesondere nicht zur 
Prophylaxe eingesetzt werden. 

^eben diesen allgemeinen Nachteilen treten bei 
Erkennungsmolekulen, die gegen K6hlenhydratstrukturen 
gerxchtet sind, spezielle Nachteile auf. Die Immunisierung mit 
Kohlenhydratantigenen fuhrt meist nur zu einer primaren IgM- 
Antwort bzw. die Immunantwort bleibt vollstandig aus, da viele 
Kohlenhydratstrukturen auch - Autoantigene sind. Weil 
Kohlenhydrate T-Cell-unabhangige Antigene sind, die nicht in 
der Lage sind, einen Klassenswitch und die damit verbundene 
Reifung durch somatische Mutationen hervorzuruf en, bleibt die 
Antikorperantwort meist auf die IgM-Klasse beschrankt. 
Aufgrund der generell schwachen Wechselwirkung und der 
notwendigen Multivalenz ist es deshalb schwierig, Antikorper 
mxt hoher Affinitat herzustellen. Ein Problem bei Antikorpern 





gegen Kohlenhydratstrukturen sind nicht nur die geringe 
Affinitat, sondem auch die Spezifitat. Besonders gegen kurze 
nichtgeladene Kohlenhydratstrukturen ist es auSerst schwierig 
spezifische Antikorper herzustellen, wobei eine gewisse 
Spezifitat in vielen Fallen auch nur dann erreicht wird, wenn 
die Kohlenhydratstruktur auf einem bestimmten Trager 
lokalisiert i st . So erkennt beispielsweise der Antikorper 
JAA/Pli, der gegen Gal|5l->3GalNAc gerichtet ist, nicht nur 
dieses Antigen selbst, sondem auch GIcNAc01^6Gaipi-> 3 - 
(GlcNAc P l->6)GalNAc sowie, wenn auch mit geringerer Aviditat, 
Gal0l-3GlcNAc. Auch die neueren Moglichkeiten der Gewinnung von 
Erkennungsmolekulen durch verschiedene Formen der 
kombinatorischen Techniken, w ie beispielsweise der 
Phagendisplay-Technologie, losen die genannten Nachteile 
15 nxcht. Auch hier bleibt das Problem der schwachen 
Erkennungsmolekul-Kohlenhydrat-lnteraktion. Zu berucksichtigen 
xst hierbei insbesondere, da* die durch Immunisierung 
mexstgewonnenen primaren IgM-Antik6rper fur den 

therapeutischen Einsatz zu groS. sind. Ein . weiterer Nachteil 
» der bekannten Erkennungsmolekule gegen Tumormarker ist der 
dass sie den Tumor erst erkennbar machen, wenn dieser eine 
kritische Gr6*e bereits erreicht hat. Das heist, fruhe Stadien 
>des Tumorwachstums konnen mit den bekannten 

Erkennungsmolekulen, die. gegen Tumormarker gerichtet sind, 
nicht bestimmt werden. 

Ein weiterer Nachteil der bekannten Erkennungssubstanzen ist 
dafi sie nicht , f unktional « eingesetzt werden konnen 
Punktional bedeutet, da£ die Erkennungsmolekule nicht nur so 
an die Tumormarker binden, da* diese detektiert werden, 
sondem da* sie somit uber Marker mit der Tumorzelle 
wechselwirken, daS die Tumorzelle in ihrem Wachstum 
beeintrachtigt wird . Es ist m6glich> ^ ^ 
Erkennungsmolekule mit bestimmten Tumormarkern, die 
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beispielsweise a^Tuxnorzelloberf lachen immobiTTsiert sind, so 
spezifisch interagieren, da* der durch die Tumormarker 
charakterisierte Tumor therapeutisch behandelt wird. Diese 
functional aktiven Erkennungsmolekule sind zum einen in der 
Lage, tumorzellenassoziierten Tumormarker zu detektieren und 
gleichzeitig durch ihre Bindung an diese tumorspezif ische 
Struktur die Tumorzelle an einem weiteren Wachstum oder an 
exner Ausbildung von Metastasen zu hindern. Die bekannten 
Erkennungsmolekule sind nachteilhaf terweise in nur wenigen 
Fallen xn der Lage, das Tumorwachstum zu beeinf lussen. In der 
Regel mussen daher zusatzlich Substanzen, die das 
Tuznorwachstum einschranken bz W . inhibieren, an den Antikorper 
gekoppelt werden, so da* dieser die „Fahre« dieser Substanz 
ist, aber nicht das Agens der Behandlung. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, Erkennungsmolekule 
bereitzustellen, mit denen zum einen Tumore einfach, sicher 
und effizient detektiert werden kSnnen, und die weiterhin in 
der Prophylaxe, Therapie und/oder Nachbehandlung von Tumoren 
exngesetzt werden konnen. 

Die Erfindung lost dieses technische Problem durch die 
Berextstellung von Erkennungsmolekulen umfassend eine 

Amxnosauresequenz, die die Aminos auresequenz SEQ ID Nr. 1 und 
dxe Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 3 und die 
Amxnosauresequenz SEQ ID Nr. 4, 5 oder 6 enthalt, wobei die 
Erkennungsmolekule das Antigen Core-l spezifisch binden. 

Die Definitionen der Begriffe, die im folgenden gemacht 
werden, treffen mutatis mutandis auf zuvor gemachte,. diese und 
die nachfolgenden Ausfuhrungen zu. 

Unter dem Begriff Erkennungsmolekul versteht man erfin- 
dungsgema* ein Molekul, das, insbesondere unter stringenten 



Bedingungen, die Kohlenhydratstruktur Core-l spezifisch 
bindet . 

Unter Core-l versteht man erf indungsgemaE die Kohlenhydrat- 
struktur Gaipi-3GalNAc, die als a-Anomer (Gaipi-3GalNAca> oder 
P-Anomer (Gal)3l-3GalNAcP) vorliegen kann. Bevorzugt ist hier 
die a-anomere Variante. Die erf indungsgemaEen 

Erkennungsmolekule konnen aber auch nur das alpha-Anomer 
Gal El - 3GalNAca oder beide Anomere GalEl - 3GalNAca und Gal El - 
3GalNAcS in gleicher Weise binden. 

Unter einer spezifischen Bindung gegen Core-l versteht man 
erfindungsgemaE eine Bindung, die nur Core-l, bevorzugt das a- 
Anomer, erkennt oder die Core-l und Core-2 (Gaipi-3 (GlcNAcpi- 
6) GalNAca) erkennt. Die Erkennungsmolekiile zeigen dabei keine 
Kreuzreaktivitat mit anderen Derivaten und Anomeren dieser 
Kohlenhydratstrukturen wie sie in Beispiel 7 aufgefuhrt sind. 
Die erfindungsgemaEen Erkennungsmolekule interagieren nicht 
mit Galal-SGalNAca, Galctl-3GalNAcE, GalNAca, Neu5Aca2-3GalEll 
3GalNAca, GalEl-3 (Neu5Aca2-6) GalNAca, GlcNAcEl-2GalEl- 

SGalNAca, GlcNAcal-3GalBl-3GalNAca, GalNAcal-3GalE und 3--0- 
Su-GalEl-3GalNAca unter den in Beispiel 7 beschriebenen 
Bedingungen. Die Bestimmung erfolgt dabei insbesondere uber 
Spezifitatstests mit definierten synthetischen Kohlenhydrat- 
strukturen . 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm umfasst ein 
erfindungsgemaEes Erkennungsmolekul , das das Antigen Core-l 
spezifisch bindet: 

a) eine erste Amino saureseguenz, die die Aminosauresequenz 
SEQ ID Nr. 1 und die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 
3 und die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 4 oder 5 oder 6 
enthalt; und 
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b) eine zweite^inosauresequenz, die die Aminosauresequenz 
SEQ ID Nr. 7 oder 8 oder 9 und die Aminosauresequenz SEQ 
ID Nr. 10 oder 11 und die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 
12 oder 13 enthalt. 

Die erste und zweite Aminosauresequenz konnen dabei auf einem 
Oder mehreren, dort bevorzugt zwei, Polypeptiden vorkommen. 

Die erfindungsgemaSen Core-1 bindenden Erkennungsmolekule sind 
dadurch charakterisiert, dass sie ein definiertes Set von 
einzelnen Aminosauresequenzen beinhalten. Die 

Aminosauresequenz dieser Erkennungsmolekule enthalt ein oder 
zwei Tripletts definierter Sequenzen. Diese Sequenzen stellen 
die Bindungsdomanen dar und definieren die Spezifitat des 
Erkennungsmolekuls. Das 1-Triplett-Erkennungsmolekul enthalt 
die Aminosauresequenz SEQ id NO. 1, die Aminosauresequenz SEQ 
ID NO. 2 oder 3 und die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 4 oder 5 
oder 6. Core-l-spezifische Erkennungsmolekule, die durch zwei 
Tripletts definiert sind, enthalten far das erste Triplett die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. l, die Aminosauresequenz SEQ ID 
NO. 2 oder 3 und die Aminosauresequenz SEQ ID NO.. 4 oder 5 
oder 6 und fur das zweite Triplett die Aminosauresequenz SEQ 
ID NO. 7 oder 8 oder 9, die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 10 
oder 11 und die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 12 oder 13. Dabei 
konnen das erste und zweite Triplett entweder auf einer oder 
mehreren Polypeptidketten vorkommen, die im letzteren Fall 
gemeinsam das bindende Erkennungsmolekul bilden. im Weiteren 
werden diese Tripletts im Sinne der Erfindung als 
Triplettsequenz 1 fur die erste umfasste Aminosauresequenz und 
als Triplettsequenz -2 fur die " 2we±te 
Amxnosauresequenz, siehe Definition a) und b) der obigen 
Beschreibung, bezeiohnet. Das . Erkennungsmolekul kann 
erfindungsgemaS ein Antik6rper sein, insbesondere ein muriner, 
chxmarer oder humaner IgG oder IgM, eine scFv-Struktur oder 
eine andere. 



Eine weitere Ausfuhrungsf orm der Erfindung betrifft Erken- 
nungsmolekule, bei denen mindestens eine Minosaureseguenz der 
SEQ ID NO. 1 bis 13 durch Mutation, Deletion und/oder 
Insertion verandert ist, wobei jedoch die Eigenschaft der 
Bindungsspezifitat gegen Core-l weiter besteht . Dies dient 
vorteilhafterweise der Verbesserung der Erkennungsmolekule, 
beispielsweise in Bezug auf Affinitat, Loslichkeit und/oder 
Produzierbarkeit . 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm erfolgt die Modifikation 
eines Erkennungsmolekuls durch eine oder mehrere Mutationen in 
einer oder mehreren Aminosauresequenzen ausgewahlt aus SEQ ID 
NO. 1 bis 13, wobei einzelne Aminosauren durch Aminosauren mit 
analogen physikochemischen Eigenschaf ten ersetzt werden, die 
die 3-dimensionale Struktur der Bindungsdomane des 
Erkennungsmolekuls mit Vorteil nicht grundlegend verandern, so 
dass die Core-l Spezifitat des Erkennungsmolekuls erhalten 
bleibt. Aminosauren mit analogen. physikochemischen 
Eigenschaften im Sinne der Erfindung konnen in 6 verschiedene 
Gruppen zusammengefaSt werden und sind in Tabelle 1 
dargestellt. 

Tabelle 1: Aminosauren mit analogen physikochemischen 
Eigenschaften unberucksichtigt der molekularen GroSe. 
Eigenschaft oder Aminosaure 

funktionelle Gruppe 

aliphatisch Glycin 

Alanin 

Valin 

Leucin 

Isoleucin 
Hydroxy-Gruppe' Serin 

Threonin 

Carboxy-Gruppe Asparaginsaure 
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Glut amins aure 
Amid-Gruppe Asparagin 

Glutamin 
Amino -Gruppe Lysin 

Arginin 

aromatisch Phenylalanin 

Tyros in 
Tryptophan 




In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm der erfindungs- 
gemafien Erkennungsmolekule, die Core-l spezifisch binden, ist 
mindestens eine Aminosauresequenz der Aminosauresequenzen SEQ 
ID NO. 1, 2 , 3, 7, 8 und/oder 9 durch kanonische 
Strukturvarianten bzw. aquivalente Strukturen mit den 
Aminosauresequenzen SEQ id NO. 14 bis 45 ersetzt, wobei die. 
SEQ ID NO. 1 durch eine Sequenz der Sequenzen SEQ ID NO. 14 
bis 17 (CDRH1) , die SEQ ID NO. 2 oder 3 durch eine Sequenz der 
Sequenzen SEQ ID NO. 18 bis 27 ( CDRH2 ) und die SEQ ID NO. 7 
Oder 8 oder 9 durch eine Sequenz der Sequenzen SEQ ID NO. 28 
bis 45 (CDRL1) ersetzt ist. 

t 

Der generelle Zusammenhang zwischen einer Aminosauresequenz 
und der Tertiarstruktur der von diesen Sequenzen gebildeten 
Loops ist dem Fachmann bekannt und wurde ausfuhrlich 
untersucht [Rooman et al . , 1989; Martin, Thornton, 1996]. Ein 
spezielles Beispiel stellen die Immunglobuline dar. Durch 
Analyse der Loop-Konf ormationen der hypervariablen Regionen 
(complementarity determining regions, CDRs) in der leichten 
und der schweren Kette ' von • Antikorpermolekulen warden 
sogenannte kanonische Klassen definiert [Chothia, Lesk, 1987; 
Chothia et al., 1986, . 1989, 1992; Wu, Cygler, 1993]. Auf 
dieser Grundlage wurden die kanonischen Strukturvarianten SEQ 
ID NO. 14 bis 45 der SEQ ID NO 1, 2, 3, 7, 8 und 9 abgeleitet . 
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Die Amlnosauresequenzen SEQ ID NO. 1 bis 13 oder deren 
Modifications in einem Core-l spezifischen Erkennungsmolekul 
" SinnS der Erfin <*ung bilden raumliohe strukturen aus 
beispielsweise so genannte Loops, die daduron gekennzeichnet 
sind, dass sie eine definierbare Tertiarstruktur und/oder 
Quartarstruktur besitzen. Die Bindungsregion eines 
Erkennungsmolekuls mit dem core-l antigen wird von 
Aminosaureresten gebiidet. die von bis zu seohs variablen 
Loops an der Oberflacbe des Molekuls bereitgestellt werden 
und die spezifisch mit Core-l interagieren . 

in einer weiteren Ausfubrungsform der Erfindung warden 
Erkennungsmolekule, die core-l spezifisoh binden 
bereitgestellt. bei denen mindestens eine Sequenz der 
seguenzen des Tripletts weggelassen wird, die nioht 
unmittelbar an der Interaction mit dam Core-l Antigen 
beteiligt ist . 

in einer weiteren Ausfunrungsform umfassen die 
Erkennungsmolekule mindestens eine der Minos.ureseguenzen der 
SEQ ID NO . 1 bis 13 oder deren Qben beschriebene Var±anten 
doppelt oder mehrfach, wobei diese Dopplungen auch als 
Varxanten der gleichen Aminosauresequenz vorkommen konnen 
Alle dxe in diesem Abschnitt beschriebenen Erkennungsmolekule 
erkennen vorteilhaf terweise das Antigen Core-l spezifisch. Im 
folgenden werden auch diese Erkennungsmolekule, die streng 
genommen aufgrund des Weglassens oder Vervielf altigen von 
Seguenzen keine Triplettseguenzen tragen, trotzdem als 
Trxplettseguenz 1 oder Triplettsequenz 2 bezeichnet, urn die 
Anschaulichkeit zu vereinf achen . • 

In einer weiteren Ausfuhrungsf orm, umfassen die erfin- 
dungsgemafien Erkennungsmolekule, die das Core-l" Antigen 
spezifisch binden, Amlnosauresequenzen, die eine Homologie von 
mxndestens 60%, vorzugsweise 70%, . hevorzugt 80%, ganz 



12 



besonders bevorzugt 90% gegenuber den Sequenzen SEQ ID NO. i 
bis 13 aufweisen. 
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Die Erkennungsmolekule im Sinne der Erfindung konnen weiterhin 
Gerustsequenzen umfassen, die die umfassenden Minosaure- 
sequenzen Aminosauresequenz SEQ id NO. 1 und die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. 2 oder 3 und die 
Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 4 oder 5 oder 6, oder deren oben 
beschriebene Varianten, voneinander trennen, und 

Gerustsequenzen, die die Aminosauresequenzen SEQ ID Nr. 7 oder 
8 oder 9 und die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 10 oder 11 und 
die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 12 oder 13 , oder deren oben 
beschriebene Varianten, voneinander trennen. Die erste und 
zweite Aminosauresequenz konnen dabei auf einem oder mehreren, 
bevorzugt zwei, Polypeptidketten vorkommen. Diese Gerust- 
sequenzen werden im sinne der Erfindung als Spacer oder 
Frameworksequenzen bezeichnet und konnen unterschiedliche 
Langen und Sequenzen haben. Dabei sind ebenfalls solche 
Erkennungsmolekule ausdrucklich mit eingeschlossen, bei denen 
nicht alle Aminosauresequenzen der SEQ ID Nr. 1 bis 13 oder 
deren oben beschriebenen Varianten durch Spacer getrennt 
werden.. Daruber hinaus haben die Erkennungsmolekule 
vorzugsweise weitere flankierende Aminosauresequenzen, die im 
Sinne der Erfindung auch als Gerustsequenzen bezeichnet 



> werden . 



Die Gerustsequenzen haben insbesondere die Aufgabe, die 
beschriebenen Aminosauresequenzen, die fur die Core-1 
spezifische Bindung der Erkennungsmolekule verantwortlich 
beziehungsweise beteiligt sind, -in eine geeignete Anordnung 
und raumliche Struktur zu bringen, damit die Bindung an das 
Core-l erfolgen kann. Es kann vorgesehen sein, dass die Amino- 
sauresequenzen SEQ ID NO. 1 bis NO. 13 ohne mindestens eine 
zusatzliche Aminosauresequenz als Gerustsequenz das Core-1 
Antigen im Sinne der Erfindung nicht spezifisch binden konnen. 
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10 



15 



20 
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Daruber hinaus konnen die Gerustsequenzen den Erkennungsmole- 
kulen z.B. die notwendige biologische und chemische Stability 
geben, damit die raumliche Struktur effektiv aufgebaut und fur 
die Funktion und Anwendung in einer geeigneten funktionellen 
Form, die die Core-l Bindung beinhaltet, erhalten werden kann. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden die 
Triplettsequenzen in bestehende Proteine durch Austausch von 
Aminosauresequenzen und/oder durch Hinzufugung eingefiigt, 
wobei die bestehenden Proteinsequenzen als Gerustseguenzen im 
Sinne der Erfindung dienen, beziehungsweise Gerustseguenzen 
aus geeigneten Proteinen entnommen sind. Dabei kdnnen diese 
Gerustseguenzen beispielsweise durch Mutationen, Deletionen 
Oder Insertionen verandert werden. Hierbei bedient man sich 
dem Fachmann an sich bekannter Methoden der Molekularbiologie, 
Biochemie und Protein- Engineering . Bevorzugte Proteine hierfur 
sind Proteine der Immunglobulin-Superf amilie, Protease- 
inhibitoren, Lektine, Helix-Bundel- Proteine und Lipocaline, 
wie sie z.B. offenbart sind in: Nygren und Dhlen, 1997; 
Nuttall SD et al., 1999 und Skerra, 2000. 

in einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm sind die 
Gerustseguenzen Antikorpergerustsequenzen aus einer oder 
verschiedenen Spezies oder Aminosauresequenzen, die die 
Consensussequenz der Gerustsequenzen mariner, humaner und/oder 
Antikorper anderer Sanger nachahmen. Bine Consensussequenz ist 
eine idealisierte Sequenz, in der reprasentativ an jeder 
Position die am meisten vorkommende Aminosaure steht, wenn 
viele existierende Sequenzen, beispielsweise aus Antikorper- 
Datenbanken, miteinander verglichen werden. Dabei sind die 
hier bevorzugten Erkenhungsmolekiile dadurch gekennzeichnet , 
dass die Gerustsequenzen fur die erste Triplettsequenz 1 
umfassend die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1; die Aminosaure- 
sequenz SEQ ID NO. 2 oder 3 und die Aminosauresequenz SEQ ID 
NO. 4 oder 5 oder 6, oder deren oben beschriebene Varianten, 
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Antikorpergerustsequenzen der variablen schweren Kette VH, die 
in der Literatur auch als Framework- Sequenzen bezeichnet 
werden, sind und die Gerustsequenzen fur die Triplettsequenz 2 
umfassend die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 7 Oder 8 oder 9, 
die Aminosauresequenz SEQ ID NO. io oder 11 und die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. 12 oder 13 , oder deren pben 
beschrieben Varianten, Antikorpergerustsequenzen der variablen 
leichten Kette VL sind. 

Bevorzugt sind weiterhin Antikorpergerustsequenzen von 
Antik&rpern aus Saugetieren, besonders bevorzugt sind Anti- 
korpergerustsequenzen humanen und/oder murinen Ursprungs. Die 
Gerustsequenzen konnen dabei aus Antikorpergerustsequenzen 
verschiedener Spezies kombiniert werden. Diese Antikorper- 
gerustsequenzen sind dem Fachmann bekannt und in verschiedenen 
Datenbanken zuganglich wie der Kabat-Datenbank 

(immuno.bme.nwU.edu) oder der Datenbank des National Center 
for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Ebenfalls konhen diese Antikorpergeruststrukturen durch 
weitere Aminosauren verlangert, und/oder durch eine oder 
mehrere Mutationen, z.B. Deletionen und/oder Insertionen, 
verandert werden, wobei die spezifische Bindung an Core-1 
erhalten bleibt. 

Werden in einer bevorzugten Variante der Erfindung die 
Triplett sequenzen mit Ant ikSrpergerustsequenzen kombiniert , 
stellt das Erkennungsmolekul eine variable Kette eines 
Antikorpers oder eine davon abgeleitete Struktur dar. 

Besonders bevorzugte Antikorpergerustsequenzen als 

Gerustsequenzen im Sinne der Erfindung sind fur die variable 
schwere Kette die Aminosauresequenzen entsprechend FRH1, FRH2 , 
FRH3 und FHR4.in Tabelle 2 und fur die variable leichte Kette 
die Aminosauresequenzen entsprechend FRL1 , FRL2 , FRL3 und FRL4 
in Tabelle 2, wobei die Aminosauresequenzen der 
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Triplettseguenzen 1 und 2 mit den SEQ ID NO. 1 bis 13 den 
entsprechenden CDR-Regionen der Antikorper entsprechen. Dabei 
setzen sich die variable schwere (VH) bzw. leichte (VL) 
AntikSrperkette wie folgt zusanunen: die VH: FRH1 - CDRH1 - FRH2 - 
CDRH2 -FRH3 - CDRH3 - FRH4 und die VL: FRL1 - CDRL1 - FRL2 - CDRL2 - FRL3 - 
CDRL3-FRL4 . Tabelle 2 erlautert die Positionen im Detail. Die 
Positionen der einzelnen Minosauren bzw. Aminosaureseguenzeri 
entsprechen der Nuinmerierung von Minosauren in 
Antikorpermolekulen nach Kabat . 



Tabelle 2: 



Name 


rufc>± tionsjjersicu 


Pos. 


Aminosaure bzw* 
Aminosauresequenz 


FRH1 




1 


Q Oder E 






2 


V 






3 


Q, K Oder T 






4 


L 






5 


K oder V 






6 


E oder Q 






7 


S 






8 


G 






9 


A 






10 


E 






11 


Ij oder V 






12 


V oder K 






13 


R oder K 






14 


P 






15 


G 






16 


T oder A 






17 


S 






18 


V 






19 


K 






20 


I oder V 






21 


S oder P 









c 






loo 
23 


K 






O A 

24 


A, V, S Oder T 






25 


S 






2 o 


G 


- 




| 27 


Y, F, s Oder D 






28 


T 






29 


F, L oder I 






30 


T 


CDRH1 


" 31 bis 7 R ~ ~ 




SEQ ID NO. 1 und 
Varianten 


FRH2 


36 bis 49 


36 


W 






37 


V 






38 


K Oder R 






39 


Q 






40 


R oder A 






41 


P 






42 


G 






43 


H oder Q 






44 


G 






45 | 


L 






46 


E 






47 


w oder R 






48 ! 


I Oder M 






49 j 


G . 


CDRH2 


zusatzli rh Dn« 
52a eincref filrrt" -5 




SEQ ID NO. 2 oder 3 ' 
und Varianten 


FRH3 . 


56 bis 94 r 


66 


K oder R 






57 y 


\ Oder V 




< 


58 h 


r 




( 


59 ] 


j oder M 




r 


70 h 






r 


71 L? 


It oder T 



1 




72 


ID 


I 




73 


T 






74 


S 


1 




75 


s oder T 


1 




76 


S 


1 




77 


T 


1 




78 


A 


1 




79 


1 Y 


1 




80 


M 


1 




81 


Q Oder E 


1 




82 


L 


1 




82a 


S 


1 




82b 


s oder R 


1 




82c 


L 


1 




83 


T oder R 


1 




84 


s 


1 




85 


E 


1 




86 


D 


1 




87 


S oder T 


1 




88 


A 


1 




89 


V 


1 




90 j 


Y 






91 


F oder Y 


\- 




92 


C 






93 


A 






94 | 


Y, K oder R 


CDRH3 

1 


95 bis 102, wobei 
zusatzlich die Pos. 
100a und 100b 
exngerunrt sxnd 




SEQ ID No. 4, 5 oder 
6 und Varianten 


FRH4 " 


103 OXS 113 


103 1 

-i- V *J I 


w ' 

IrV 






104 < 








L05 ( 








L06 ( 





20 







74 


K 






75 


I 






76 


S 






77 


R 






78 


V 






79 


E 






80 


A 






81 


E 






82 


D 






83 


Ij Oder V 






84 


G 






85 


V 






86 


Y 






87 


Y 






88 


C 


CDRL3 


89 bis 97 




SEQ ID NO. 12 pder 
13 und Variant en 


FRL4 


98 bis 108 


98 


F 






99 


G 






100 


G Oder Q 






101 


G 






102 


T 






103 


K 






104 


L 






105 


E 






106 


I Oder Ij 






106a 


K 






107 


R 






108 


A 



Die Aminosauresequenzen SEQ id NO. 46 bis 79 entsprechen 
Minosaureseguenzen mit bevorzugten Gerustsequenzen fur die 
variable schwere Kette. Die Minosaureseguenzen SEQ ID NO. 80 
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bis 94 entsprechen Aminosauresequenzen mit bevorzugten 
Geristsequenzen fur die variable leichte Kette . 

Die zu verwendenden Techniken und Methoden zur Herstellung 
dieser Seguenzen sind dem Fachmann bekannt, ebenso ist der 
Fachmann in der Lage, geeignete Gerustseguenzen. und/oder 
Mutationen auszuwahlen. 

Im Sinne der Erfindung konnen die Core-l spezifischen 
Erkennungsmolekule in verschiedenen Formaten vorliegen. Die 
grundlegende Struktur des Erkennungsmolekuls sind eine oder 
mehrere Polypeptidketten, die oben beschriebenen 

erfindungsgemafcen Triplettsequenz 1 -oder Triplettsequenzen l 
und 2 und Gerust seguenzen umfassen. Beispielsweise sind die 
Aminosauresequenz der variablen schweren Kette mit den 
Gerustseguenzen und den Triplettsequenzen 1 und die 
Aminosauresequenz der variablen leichten Kette mit den 
Gerustseguenzen und den Triplettsequenzen 2 nicht -kovalent 
oder kovalent miteinander verknupft, und konnen auf einer oder 
menreren Polypeptidketten' liegen. Mehrere Polypeptidketten 
konnen kovalent, beispielsweise durch Disulf idbrucken, oder 
nioht-kovalent verbunden als Erkennungsmolekul vorliegen. 

Zu den unterschiedlichen erf indungsgemaBen Formaten der 
Erkennungsmolekule gehoren insbesondere die Verknupfung der 
Triplettsequenzen mit Aminosaureseguenz en, die uber die oben 
beschriebenen Gerustseguenzen hinausgehen. m einer 
bevorzugten Variante umfassen daher erf indungsgemaSe 
Erkennungsmolekule neben den Triplettsequenzen und den 
Gerustseguenzen weitere Zusatzsequenzen. Zusatzsequenzen sind 
insbesondere Aminosauresequenzen, die primar nicht der 
raumlichen Anordnung der Triplettsequenzen wie in Form der 
Gervistsequenzen dienen, diese jedoch vorteilhaft durch 
sekundare oder tertiare Wechselwirkungen beeinflussen k6nnen. 
Bexspielsweise stabilisieren Zusatzsequenzen in Form von 
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konstanten Domanen eines Antikorpers den Antikorper und 
bewirken eine Dimerisierung, wodurch es zu einer verbesserten 
Bindung des Antikorpers kommt, oder beispielsweise bewirkt 
eine Fusion eines scFv mit einer Domane eines 
Bakteriophagenhullproteins eine Aktivitatssteigerung der scFv- 
Bindung, wie sie z.B. in Jensen KB et al . , 2002 offenbart ist. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form umfassen die 
Erkennungsmolekule Aminosanresequenzen mit Gerustsequenzen auf 
Antikorperbasis und neben den Triplettsequenzen weitere 
Zusatzsequenzen. Die Zusatzsequenzen haben insbesondere 
mindestens eine der folgenden Aufgaben: 

a) Verkniipfung einer Triplettsequenz mit ihren entsprechend 
geeigneten Gerustsequenzen mit mindestens einer weiteren 
Triplettsequenz mit ihren entsprechend geeigneten 
Gerustsequenzen, urn beispielsweise eine Bindungsfahigkeit 
zu erzeugen oder zu verbessern; 

b) der' Stabilisierung der Domanen, beispielsweise durch einen 
Linker zwischen- zwei Proteindomanen oder Aminosaure- 
sequenzen, die mit anderen der gleichen oder einer zweiten 
Kette in Wechselwirkung treten; 

c) Effektorfunktionen fur immunologische Aufgaben, 
beispielsweise durch Fusion mit Fc-Teil von Antikorpem, 
Chemokinen, Cytokinen, Wachstumsf aktoren oder Teilen davon, 
oder Antikorpem mit einer anderen Spezifitat .oder 
Fragmenten davon, zur Rekrutierung von Zellen des 
immunsystems, beispielsweise Makrophagen, oder Teilen des 
Komplement systems ; 



d) 



Fusion mit Tags, .beispielsweise Multimerisierungssequenzen 
- zum Beispiel ^-tail-Sequenz aus igM oder Assoziations- 
domane aus P 53 oder Mbl - zur Multimerisierung der Core-1 
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bindenden Anteile fur eine multivalente Bindung oder 2U r 
Aufreinigung der Erkennungsmolekule, beispielsweise His-Tag 
Oder zum Nachweis, beispielsweise myc-Tag oder zur 
Markierung oder Chelatisierung von Erkenmingsmolekulen, 
beispielsweise durch Lysin-reiche Sequenzen. 

Geeignete Strukturen sind dem Fachmann bekannt oder durch 
logische Schlussfolgerung aus dem stand der Technik 
abzuleiten. 

Dabei weiter bevorzugte Ausfuhrungsf ormen sind erfindungs- 
gemafce Erkennungsmolekule, die folgende Formate umfassen. 
single chain Ant ikorper fragment (scFv) , Fv-Fragment, Fab- 
Fragment, F(ab) 2 -Fragment, Multibody (Dia- , Tria- , Tetrabody) 
immunglobulin der Isotypen lg G , l gM , lg A , Ig E , lgD oder d eren 
Subklassen, beispielsweise i gG1 , oder von Immunglobulinen 

abgeleitete Erkennungsmolekule, die mindestens eine konstante 
Domane umfassen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm sind die 

erfindungsgemafien Erkennungsmolekule aus einer schweren und 
exner leichten Polypeptidkette zusammengesetzt , wobei die 
Aminosauresequenzen der schweren und leichten Kette jeweils 
exne der oben beschriebenen Triplettstrukturen umfassen, die 
dxe CDR Regionen des Antikorpers darstellen, die 
entsprechenden Antikorpergerustsequenzen, .. die die 

Frameworksequenzen der Antikorper darstellen, und 
Zusatzsequenzen, die mindestens eine der konstanten Domanen 
des Antikorperisotyps umfassen. Die beiden Ketten konnen 
miteinander kovalente Bindungen eingehen. Die konstanten 
Regionen und variablen Regionen konnen dabei Sequenzen von 
Antxkorpern aus einer oder verschiedenen Spezies enthalten. Es 
konnen Teile von konstanten Domanen oder . ganze konstante 
Domanen deletiert oder mutiert sein, beispielsweise urn die 
Effektorfunktion der Zusatzsequenzen zu verandern, 




beispielsweise die Bindung an Fc-Rezeptoren zu verhindern Oder 
zu verbessern. In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist das 
Erkennungsmolekul ein muriner, chimarisierter , humanisierter, 
partiell humaner oder ' humaner Antikorper oder 

Antikorperf ragment . Die Chimarisierung erfolgt beispielsweise 
durch Verknupfung der variablen Antikorperdomanen mit 
konstanten Antikorperdomanen oder Fragmenten der konstanten 
Domane von Antikorpern verschiedener Spezies . Bevorzugt sind 
Sequenzen der konstanten Domanen humaner Antikorper. 

Die Antikorpergeriistsequenzen konnen so gewahlt werden, dass 
die Sequenzen weitestgehend homolog zu humanen 
Antikorpersequenzen sind. Die Wahl -fiir den Speziesur sprung der 
Gerustsequenzen hangt auch von der Anwendung ab. So werden fur 
eine therapeutische Anwendung in bestimmten Bereiciien 
moglichst groSe Anteile an humanen GerustseqijLenzen bevorzugt, 
vor allem dann, wenn eine human anti-Maus Antikorper ant wort 
(HAMA) vermieden werden soil. In anderen therapeutischen 
Bereichen ist ein Xenoanteil vorteilhaft, da er das 
Immxmsystem in einer zusatzlichen Weise stimuliert. Eine 
Kombination beider ist in einigen Fallen besonders geeignet, 
vor allem dann, wenn in einer Erstimmunisierung ein Xenoanteil 
vorteilhaft und bei spateren Anwendungen ein spezieskonf ormer 
und damit humaner Anteil vorteilhaft 1st. 

Bevorzugt ist eine Homologie zu humanen Consensussequenzen, 
wobei fur die variable schwere Kette die HuHI und fur die 
variable leichte Kette die HuKII bevorzugt wird. Besonders 
bevorzugt ist eine Homologie zu humanen Keimbahnsequenzen, die 
dem Fachmann bekannt sind und zum Beispiel uber die V BASE 
Datenbank (www.mrc-cpe.cam.ac.uk) zuganglich sind. 

Die zu verweudenden Techniken und Methoden zur Herstellung 
dieser Sequenzen sind dem Fachmann bekannt, ebenso ist der 
Fachmann in der Lage, geeignete humane . Sequenzen auszuwahlen 
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und/oder moglicherweise notwendige Mutationen der Sequenzen 
durchzuf -Qhren . 



In einer weiteren Ausf uhrungsf orm sind zusatzlich die 
Triplettsequenzen, die im allgemeinen den Bindungs -Loops (CDR- 
Regionen) entsprechen und die bevorzugt starke Homoiogien zu 
den entsprechenden Sequenzbereicheh . in der humanen Keim- 
bahnsequenz haben, diesen schrittweise durch einfache 
Mutationen angeglichen, ohne die spezifische Bindung an Core-1 
zu beeintrachtigen. Erkennungsmolekule mit diesen Sequenzen 
werden hier als partiell humane Antikorper oder 
Antikdrperfragmente bezeichnet. Bevorzugte humanisierte 
Sequenzen stellen z.B. die Sequenzen SSQ ID NO. 56 bis 79 bzw. 
SEQ ID NO. 85 bis 94 dar. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm werden bestimmte 
Aminosauren der ' Antikorpergerustsequenzen einer Spezies durch 
andere ausgetauscht , um normalerweise weniger imraunogene 
Regionen zu generieren. Dies beinhaltet dem Fachmann an sich 
bekannte Technologien, beispielsweise Technologien der 
Humanisierung, beispielsweise CDR-Graf ting, Resurfacing, 
Chain-Shuffling mit Mutationen und Deimmunisierung durch 
Mutation oder Deletion von humanen MHC Epitopen. 

in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm handelt es sich um ein 
vom IgM abgeleitetes Erkennungsmolekul mit den entsprechenden 
konstanten Domanen eines IgM, bevorzugt humanen Sequenzen. Im 
Sinne der Erfindnung setzten sich Immunglobuline aus der 
schweren Kette und der leichten Kette eines Antikorpers 
zusammen, wobei bevorzugt 2 leichte und 2 schwere Ketten eine 
Einheit darstellen. Immunglobuline des IgM Typs bestehen meist 
aus 5 solchen Einheiten, die zusatzlich zu Disulf idbrucken 
durch die J- Kette miteinander. verknupft sind. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist die J-Kette 
nicht vorhanden, wobei es ebenfalls zur Multimerisierung der 
Untereinheiten kommt, wobei hier hexa- und pentamere Struk- 
turen vorliegen kSnnen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erkennungsmolekule 
handelt es sich um Single chain Antikorperf ragmente umfassend 
eine Triplettstruktur 1 mit entsprechenden oben beschriebenen 
Antikorpergerustsequenzen, die die CDR Regionen des 
Antikdrpers und Frameworkseguenzen der variablen Domane der 
schweren Kette von Antikorpern darstellen, und eine 
Triplettstruktur 2 mit den entsprechenden oben beschriebenen 
Antikdrpergerustsequenzen, die die CDR Regionen des 
Antikorpers und Frameworkseguenzen der variablen Domane der 
leichten Kette von Antikorpern darstellen, die kovalent 
miteinander in Form eines Fusionsproteins verknupft sind. 
Hierbei sind die Sequenzen direkt oder durch einen Linker 
miteinander verknupft. Bevorzugt sind hier scFv Formate ohne 
Linker oder mit einem Linker von 1 bis 9 Aminosauren Lange. 
Diese scFv Antikorper bilden multimere Strukturen 
(beispielsweise Dia-, Tria-, Tetrabodies) , die im Sinne der 
Erfindung auch als Multibodies bezeichnet werden und zeigen 
aufgrund der Multivalenz hShere Aviditat zum Core-1 Antigen. 
Es wurden Core-1 spezifische Erkennungsmolekule im scFv Format 
mit verschiedenen Linkerlangen konstruiert (SEQ ID NO. 95 bis 
106) und ihre Bindungscharakteristik im ELISA untersucht . Eine 
schrittweise Linkerverkurzung fuhrte zu einer Erhohung der 
Bindung an Asialoglykophorin, einem ' Core-1 tragenden 
Glykoprotein, wie in Abbildung 3 dargestellt. Die besten 
Bindungseigenschaften zeigten hierbei die Varianten mit der 
SEQ ID NO. 104 und 105. Diese multivalenten Konstrukte im 
Dia/Triabody Format sind besonders bevorzugte Ausfuhrungs- 
formen der . Erf indung und sind aufgrund verbesserter pharmako- 
kinetischer Eigenschaf ten fur die Tumortherapie von Vorteil. 

35 
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einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsform sind die 
Erkennungsmolekule fusioniert, chemisch gekoppelt, kovalent 
Oder, nicht-kovalent assoziiert mit (i) Immunglobulindomanen 
verschiedener Spezies, (ii) Enzymmolekulen, (ili) 

interaktionsdomanen, ( iv) Signalsequenzen, (v) • 

Fluoreszenzfarbstoffen, (vi) Tox inen, . (vii, katalytischen 
Antik6rpem, (viii, einem oder mehreren Antikorpem oder 
Antikorperfragmenten mit anderer Spezifitat, ( ix) 
zytolytischen Komponenten , ( x ) Immunmodulatoren, ( xi) 
Immuneffektoren, ( xi i) MHC-Klasse I oder Klasse II Antigenen 
(xxxx) Chelatoren zur radioaktiven Markierung, ( xiv) 
Radioisotopes (xv ) Liposomen , (xvi) Transmerabrandomaneii/ 
(xvxx) Viren und/oder Zellen . AuSerdem konnen die 
Erkennungsmolekule insbesondere mit einem Tag fusioniert sein 
dxe dxe Detektion des - Erkennungsmolekuls und deren 
Aufreinigung ermoglichen, wie zum Beispiel ein Myc-Tag oder 
exn His-Tag. Technologien zur Herstellung dieser Konstrukte 
sxnd dem Fachmann bekannt, ebenso ist der Fachxnann in der 
Lage, geeignete Seguenzen und Komponenten auszuwahlen und mit 
den erfindungsgemaSen Erkennungsmolekulen in geeigneter Weise 
zu verbinden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform sind die 
beschriebenen Erkennungsmolekule auf Antikorper- oder Anti- 
korperfragment-Basis mit Peptiden oder Proteinen, die nicht 
von immunglobulinen abgeleitet sind, fusioniert. 

Bexspielsweise wird die Multimerisierungsdomane eines Nicht - 
izrumonglobulinmolekuls mit einem scFv fusioniert, insbesondere 
das C-terminale Ende der alpha-Kette des C4 Bindungsproteins 
wxe es bei Tonye Libyh M. et al . , 1997 beschrieben ist, und 
somxt ein multivalentes Erkennungsmolekul konstruiert. 

in. einer weiteren Ausfuhrungsform wird ein scFv mit einer 
Transmembrandomane eines Nicht -Immunglobulinmolekuls fusio- 
nxert, beispielsweise mit der Transmembrandomane des c-erb B2 



des h-PDGFR, des^L 
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tanen Trans ferrinrezept or s. oder des humanen 
Asxaloglykoprotein-Rezeptors (Liao et al., 20 00) , und so.it 
die Expression von Bindungsmolekulen auf der Oberflache von 
Zellen ermoglicht. 

Bine „eitere bevorzugte Ausfuhrungsfor* der Erfindung umfasst 
erfzndungsgemaEe ErkennnngsmoleWUe , die weiterhin Aminosaure- 
seguenzen umfassen. die spezifisoh an Makrophagen Oder andere 
Inzzuneffektorzelien binden. Beispielsweise uzrfassen die 
erfrndungsgemaSen Erkennungsmolekule weiterhin eine 

Antik6rperbindungsstelle gegen CD64. WO durc„ as in Form eines 
bzspezifischen Antik6rpers beziehungs„eise Antikorperf ragouts 
(Dzabodzes) zur Bindung von Makropnagen an Core-1 positive 
Tujzorzelien ko^t, was zu deren Belcajnpfung Zers 
f uhrt . 23 



Erne bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft 
radioaktiv z^rkierte Core-1 spezifische Erkennungs*,olekule . 
Erne bevorzugte Form sind Erkennungsmolekule auf der Basis von 
AntikSrpem oder Antikarperfragmenten. Eine weitere bevorzugte 
Ausfubrungsform sind radioaktiv markierte erf indungsgemaEe 
Erkennungsmolekule in, singie onain Format (einscnlieSlich ale 
Dra-, T ria-, Tetrabodies, . waiters bevorzugte Formen sind 
radioaktiv markierte singie chain Antikarperf ragmente und 
ganze Immunglobuline, beispielsweise erf indungsgemaEe ehimare 
Oder bumanisierte IgO oder Xg„ AntikSrper oder bumanisierte 
Antzkorperf ragmente. Die Erfindung ist selbstverstandlicb 
nzcnt auf diese AntikSrper. die radioaktive Markierung und 
drese Formate der Antikdrper beschrinkt . " 

Antikarperfragmente wis die bevorzugten multivalenten soFv 
Fragmente insbssonders ohne oder mit sehr kurzem Linker bieten 
gegenuber i» ta kten monoklonalen AntikSrpern einen Vortsil fur 
das Targeting von soiiden Tumoren. Bei intakten Antikarpem. 
die rn Biodistributionsstudien eine spezifisohe Anreioherung 



im Tumorareal ^^g< 
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gen, fallt bei genauer Untersuchuncr des 

7" 61116 <***°*-"> *nti karpet vartailung mit vornah^cner 
Anraxcherung lm Randberelch au£ . Zentral 

weraen au Jgru n d von inhomogener 

Lt ifc l e e S T tatika ^ k ° nSt ™*« ^ erreiont. Kleinara 
Ant^ozperfragrcenta zaigen dagegen ^ 

glaionze ltlg rela tiv schnell aus Biutbato ^ 

iTrr"?™ 31 " 6 von ^ ^ ikSrperfra3menten 

»xa Pans o d ar SCPv lst allerdings ^ ^ 

M Wb blSten ™"ivalente Snti^rperKonstruJcta „ie 
M U lt,no ai es < D iaoo d iea. T r ia/ T at r anodies> . p (ab -, a ^ ^ 
~ S '-"ivaaente Anti^rlconat^te 
dar Bxndunjsdomana una ainar Multi.nariaiarunasseguanz 
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^;r h r pia vieie vorteiie - — i 

^f:^ POrmat Si » d >™*te Aua^^orn.en aer 
Er f mdun g ^ sind gufgtund verbesserter pharaakok . netlsch 

vlr S d ° ^"—^ - Vortai! nnd ^ J 

nrr„ te ^* -*« Mt „ lck e lt . sie fc5nnen 

zvL „ ^nreichemng von zna, Bei 3pial 

^oto^acnan Subst anzan wie Cne,»o t na r apeu t i k a Lr 
Sad.onu.Hda im ^ r verw andet werden 

^-^^-nz k onnan ^ aina ■ aiaL* \on 

ata 31?^ " T -»~ U - Tu.orareal a rt aaa t und 

'ulnaaet t ; ^^i 0 " d « -tl««p« in aoXida Tu™ 
zummdast texlwexae ausgaglichen „ eraen kannen 

Eine fcaaondera oevorzugte Ausfuhrun^fo™ der - Erfindung slnd 

BalL T V r a t ierten MUltib ° dieS - « Wia unta, 

pLZl fc - naier aUSSefQhrt diS vortaiXnafta 

Pha^o^natxachan Eiganschaf tan varainan mit ainar in der 
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Kombination gegeniiber ganzen Immunglobulinen und scFv 
verbesserten Tumorre tent ion, Tumorpenetration, Serumhalbwerts- 
zeit und Serum zu Tumor-Verteilungsverhaltnis . Weitere 
Vorteile sind die hone Aviditat und die bakterielle 
Expression, die es erlaubt, kostengunstig diese Erkennungs- 
molekule herzustellen. Damit eignet sich dieses besondere 
Format der erf indungsgemaSen Erkennungsmolekule vorteilhaf ter- 
weise bevorzugt fur die Behandlung von kleinen Primartumoren, 
Metastasen und minimal residual Erkrankungen . 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsf orm der Erfindung sind nicht 
radioaktiv markierte Erkennungsmolekule. Eine bevorzugte Form 
hierbei sind Erkennungsmolekule auf der Basis von Antikorpern 
oder Antikorperf ragmenten. 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsf orm sind chimare und 
humanisierte Immunglobuline auf der Basis von IgM Molekiilen 
zur Inhibition der Lebermetastasierung und zur Bekampfung 
residualer Tumorzellen. 

Weitere bevorzugte Ausfuhrungsf ormen sind toxin- oder 
Zytostatika-gekoppelte erf indungsgemaSe chimarisierte oder 
humanisierte IgG und IgM basierte Erkennungsmolekule und im 
Besonderen Multibodies (Dia- Tria-, Tetrabodies) mit besonders 
vorteilhaften pharmakokinetischen Eigenschaf ten wie oben 
ausgef uhrt . 



Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsf orm sind Liposomen, die 
beispielsweise mit Toxinen oder Zytostatika beladen sind, und 
die auf ihrer Oberflache erf indungsgemaSe Erkennungsmolekule 
tragen. 

Der Fachmann ist in der Lage, geeignete Radioisotope, Toxine 
und Zytostatika auszuwahlen. Geeignete Techniken, Verfahren, 
Dosierungen und Formulierungen sind dem Fachmann bekannt. 



Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsf orm der Erfindung sind 
Ef fektorzellen des Immunsystems, auf deren Oberflache 
erf indungsgemaSe Erkennungsmolekule gebunden sind, die die 
Ef fektorzellen zu Core-1 tragenden Tumorzellen 

dirigieren/adressieren und dadurch deren Bekampfung und/oder 
Zerstoren vermitteln. Bevorzugte Ef fektorzellen sind 
Makrophagen, dendritische Zellen und NK-Zellen, die axis dem 
Patienten gewonnen werden und ex vivo mit den 
Erkennungsmolekulen gekoppelt werden. Weiter bevorzugt sind 
Zelllinien dieser Zelltypen. Die Kopplung erfolgt 
beispiels.weise durch bispezif ische Erkennungsmolekule, die 
neben den Core-1 spezif ischen Anteilen weiterhin Aminosauren 
umfassen, die eine Bindung an die Ef fektorzellen vermitteln. 
Beispielsweise sind dies bispezif ische Antikorper, 
Komplementanteile oder konstante Domanen von Antikorpern. 

Eine weiter bevorzugte Ausfuhrungsf orm sind hierbei 
Makrophagen aus dem Patienten, die nach Gewinnung mit einem 
bispezif ischen Antikorper beispielsweise in Form ganzer 
Antikorper, bevorzugt chemisch gekoppelter Fab- Fragment e oder 
weiter bevorzugt Diabodies, die zum einen CD64 erkennen und 
zum anderen erf indungsgemaS Core-1 spezif isch sind. Diese 
Makrophagen, die uber die CD64 Spezifitat die bispezif ischen 
Erkennungsmolekule tragen, werden dem Patienten in einer 
geeigneten Formulierung wieder zugefuhrt, urn den Core-1 
positiven Tumor zu bekampfen. Die hierzu verwendeten Techniken 
und die geeigneten Verf ahren, . Dosierungen und Formulierungen 
sind dem Fachmann bekannt. Eine weiter bevorzugte 
Ausfuhrungsf orm sind Makrophagen aus dem Patienten, die nach 
Gewinnung mit einem erf ihdungsgemaSen Core-1 spezif ischen 
Antikorper oder Ant ikoper fragment, die den konstanten Teil 
eines Antikorpers umfassen, der an .Makrophagen xiber die an 
sich bekannten Fc-Rezeptoren bindet . Dabei k6nnen die 
Erkennungsmolekule entweder als ganze Antikorper, bevorzugt 
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chxmare oder humanisierte i gG oder l gM , oder als 
Antikorperfragment, beispielsweise scFv, Fab oder Multibodies 
in Form eines Fusionsproteins oder chemisch gekoppelt. mit dem 
dem Fachmann bekannten Teil der konstanten Domane von 
Antikorpern, an die Makrophagen binden. Diese die 
Erkennungsmolekule tragenden Makrophagen werden dem Patienten 
in einer geeigneten Formulierung wieder zugefuhrt, urn den 
Core-1 positiven Tumor zu bekampfen. Die hierzu verwendeten 
Techniken und die geeigneten Verfahren, Dosierungen und 
Formulierungen sind dem Fachmann bekannt . 




Fine weiter bevorzugte Ausfuhrungsf orm sind Zelllinien oder 
Zellen aus dem Korper wie die oben beschriebenen 
Effektorzellen, die mit Molekulen transfiziert werden, die 
erfindungsgemafie Core-1 spezifische Erkennungsmolekule und 
weiterhin Elemente umfassen, die eine Expression und eine 
Verankerung in der Membran bewirken, beispielsweise 
transmembrane Domane, und die Aktivierung der Effektorzellen 
bei Kontakt mit einer Core-1 tragenden Tumor zelle vermitteln: 
20 Die entsprechenden Elemente sind dem Faohmann bekannt. 
Beispielsweise wird eine dendritische Zelllinie mit einem 
Vektor transfiziert, der ein Erkennungsmolekul umfasst, das 
ein erfindungsgemafies scFv oder Multibody und eine 
Transmembrandomane und eine aktivierende Domane umfasst. in 
einem anderen Beispiel werden dazu Makrophagen viral 
transfiziert. biese die Erkennungsmolekule tragenden 
Effektorzellen werden einem Patienten in einer geeigneten 
Formulierung zugefuhrt urn den Core-1 positiven Tumor zu 
bekampfen. Die hierzu verwendeten Techniken und die geeigneten 
Verfahren, Dosierungen und Formulierungen sind dem Fachmann 
bekannt . 

.Die Erfindung betrifft auch Nukleinsauremolekule, die ein oder 
mehrere genetische Sequenzen umfassen, die mindestens eines 
der oben beschriebenen erf indungsgemaSen Erkennungsmolekule 
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und/oder KonstrWe kodieren. Aufgrund des degeneriert 
genetischen Codes kannen diese Nukleinsaurez.olekaie sehv 
untersehiedlicbe Sequenzen taben. Die Matl der Codons 
ebenralls von der Zelle abbangig, dia fur die Herstellung des 

Erkennungsmolekais verwendet . «rirrt ,4. ■ 

° et Wlrd ' da ln unterschiedlichen 
Zellen aus unterschiedliohen Organise niufig 

untersoniedlicbe Codons bevorzugt „erden und dia Expressions 
rata stark beeinzlusst W arda„ kann, beispielsweise sind dia in 
eukaryontisehen Genen bavorzugt ver^ndeten Codons AGA und AGG 
fur Arginin in Bakterien nur selten vertreten Hiar treten 

Codons CGC und CGG dautlioh baufiger au£.. Das arf indungsga^Sa 
»uklaznsaura m olakul ist in bevorzugten Ausfuhrungsfor-aan aina 
genoz.sohe DHA. aina cDNA und/oder aina RNA. Dia Kriterien zur 
"abl geeigneter Codons und dia Herstellung eines gaaignatan 
Bukleznsauramolakflls sind dem Faohmann bakannt . 

«eiterbin betri«t die srzindung vektoren zur Expression dar 
Erkennungs m olekule insbasondere in Zellen. enter eine m Vektor 

V ZT > ^ Silme ErfinflUn9 -"^-gsge m4B es 

Huklexnsaure^olekul. das zur Expression des Erkennungsmolekuls 
drent und das eina Nukleinsaureseguenz, die ein Oder mebrere 
genetzscbe Segnenzen umfasst, die m indestens eines der oben 
besehriebenen Erkennungs-nolekule kodieren. und insbesondera. 

mindestens einen Promotor umfasst ds r rtf. o 

sc ' aer dle Expression des 
Erkennungsmolekule bewirkt. vektoren kannen dabei 

be^r^T 1 * " eltSre E1Smente UmfaSSSn ' diS — 
vl^ en " ^ belS " ielS - i - -~ ver^ebrung ™ 

Vektoren zur Herstellung in geeigneten Zellen und zur 

Oder mebreran vektoren vorliegen. beispielsweise vird in ainer 
bevorzugten Ausfuhrungsf or. die sob W ere Kette eines erfin- 
dungsgetfaSen iMMunglobulins durob einen und die leicbte Kette 
aurob einen anderan Vektor .kodiert. m einer .weiteren 
bevorzugten Ausfubrungsr or*, der Krfindung sind die variable 
»o»ane der leiobten Kette und dia variable Domane der sob W aren 
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Kette auf dem ^leichen vektor unter einem Proctor als 
Pus.onsproteln kodiert. AuE erdem konnen im Sinne der Erfindung 
Huklexnsaureseguenzen, die Teile aines Erkennungsmolekuls 

Jcodieren, durch unterschiedlich^ ^™ « 
_ „ fcnieaiicne dem Fachmann bekannte 

Promotoren exprimiert werden. In einer „ elteren 
. Ausfuhrungsform k6nnen dia unterschiedlichen Hufciein- 
sauresequenzen auf elnem gemeinssmen Vektor liagan. Dabei kann 
3 ada Seguenz durch ainan eigenen. gleichen odar 
unterschiedlichen. Promoter exprimiert warden odar dia 
Seguenzen konnen in einem bicistronischen Vaktor untar einem 
Promoter vorliegen. Bevorzugt wardan durch dia unterschied- 
Hchen Promotoren unterschiedliche Expressionsraten dar Taila 
der Erkennungsmolekule arraicht. dia aina Bildung des gesamtan 
Erkennungsmolekule gegenuber ainar gleichen Expressionsrate 
dar verschiedenen Taila verbessert. Weiterhin bevorzugt wardan 
Promotoran verwendet. dia induzierbar sind. urn aina Expression 
aas Erkennungsmolekuls zu varbessarn. Basondars bevorzugt 
umfassen dia Vaktoren waiterhin andere dam Pachmann bekannte 
regulatorische Elemente. beispielsweise Enhancer. die die 
Expression des Erkennungsmolekuls odar Teile davon verstarken, 
bersprelsweise der CMV Enhancer odar Immunglobulin-Enhancer- 
Saguenzen. Bevorzugt umfassen die Nukleinsauremolekule und 
Vektoren zusitzlich Hukleinsauresequenzen, die als 
Sxgnalseguenzen zur Sekretton des Erkennungsmolekuls Oder 
Terlen davon dianen. die dem Fachmann an sich bekannt sind. 
be.sp.elsweise PelB. OmpA oder MalE far prokarvontische 
zellsysteme bzw. das Signalpeptid des T- 2 ellrezeptors, ' der 

Immunglobulinketten, des t-PA od P r p Dn 

t r ° der EPO fur eukaryontische 

zellsysteme [Boel et al on nn „ 
> u 9 ' Herrera et «*•- 2000]. Dies 

erle.chtert vorteilhaf terweise die Heinigung und/oder 
verbessart die Ausbeute der Erkennungsmolekule. Die Verfahren 
zur Herstellung der oben baschriebenen Nukleinsauren und 
. vektoren. geeigneter Promotoren, Enhancer und Vektorkonstrukte 
sowie die Kriterien zu deren Wahl .> „ ^ 

™ wata Slri<i <3em Pachmahn bekannt 
und werden in den Beispielen naher erliutert . 
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in einer besonderen Ausfuhrungsf orm der Erfindung umfasst der 
erfindungsgemafie Vektor weiterhin Nukleinsaureseguenzen, die 
fur virale Proteine kodieren. Als eine besondere Form eines 
Vektors wird dabei der virus selbst bezeichnet, dessen 
genetisches Material eine Nukleinsauresequenz umfasst, die fur 
exn erfindungsgemaSes Erkennungsmolekul kodiert. m einer 
bevorzugten Form ist das Erkennungsmolekul ein Fusionsprotein 
mit einem Virushullprotein oder Teilen davon, das es 
ermoglicht, dass nicht nur das genet ische Material die 
Nukleinsauresequenz des Erkennungsmolekul s umfasst, sondern 
auch das Erkennungsmolekul selbst auf der Oberflache des virus 
bindungsaktiv vorliegt, beispielsweise ein erf indungsgemaSes 
scFv Erkennungsmolekul als Fusionsprotein mit einem 
Hullprotein von fur gentherapeut ische Anwendungen geeigneten 
Adenoviren, Poxviren oder Vaociniaviren . Dies vermittelt die 
Adressierung des virus zu einer Core-l exprimierenden 
Tumorzelle, wodurch es. zur Expression des Erkennungsmolekuls 
" TUm ° r2e 116 kommt - ^ann zur Expression des 

Erkennungsmolekuls in vivo im Organismus oder in vitro in der 
Zellkultur verwendet werden. Bevorzugt werden dabei bekannte 
Systeme verwendet, die einen Helfervirus zur Replikation 
verwenden, urn beispielsweise die Sicherheit eines diesen 
Vektor umfassenden gentherapeutischen Verfahrens zu gewahr- 
leisten. Die Verfahren zur Herstellung der beschriebenen 
vxralen Vektoren, ZU r Infektion und Expression der 
Erkennungsmolekule sind dem Fachmann bekannt. 

in einer weiteren besonderen Ausfuhrungsf orm umfasst der 
erfindungsgemaEe Vektor ein Fusionsprotein aus einem 
erfxndungsgemaEen Erkennungsmolekul und einem Protein oder 
Peptid, das spezifisch an ein Virus bindet . Die gewonnenen 
Erkennungsmolekule konnen so mit Vorteil zur Adressierung des 
Vxrus an eine Core-l exprimierende Zelle verwendet werden. So 
kann z.B. der .Transfer des genetischen Materials uber 
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Infektionen verllelt werden, WO durcn es ^ 6gllcht ^ 

spezifische Molekiile di<* rh,™>, ^ at wird, 

Vi™. v „• daS * eneti sche Material des 
Virus kodiert we r den in „ -, 

Pom, .• 6,1 ln Viv ° im °tS«Hs»ub in 

Form einer Gentherapie oder k ^i-r. < 

expri^ieren. 'Uro a der ZellklJtot ^ 

ITT? betrifft die Erfindung ein ^ 

der Brfcennungsnolettle u^assend das Einbringen von ein 
t7 6rfindUn ^^* E - vektoren, di e ein oder me nrere 

^ steaBlewle enchalten/ 

gse.gnete « irtszelle , die Kulcivierung aieser M±rtszeiie ™ 
^ 13netM Bedingungen und die Berei t s tell ung von ein ZZ 
^reren aus den Zelle n oder dZ 

™ ^ ^ Sime — racnmann an sieh 

g~ T " 9ien mit denen der — - — 

T beiSPlelS " eiSS ^oporation. Transition 
unter Verwendung fcationiscner L ip ide oder Infektion ^ dort 
transit oder stabil vsrblelbt . Dnter ^ ~ 

steliung von sine™ oder .enreren E r*ennung am ole k ulen. versteat 

zjijr* . der Erfindu ° 9 de - f — - — >~ 

^i 71 ^ ^"^erungspro.eases 

ZZTZt m ° leMle Kui^ers.and 

und/oder Zeilen ge_ warden, neispieiaweiae unterschied- 

ionf ~ SChS Relnl ~ ^eispieisweiae 
™ r D ^ K ™ rie ™*- und/oder Cnro mat o- 

M LLdan d " ^ VSr£ahren ^ 'ecnniken und 

der w 31 FaClmaml SbenS ° ist *— ^ 

aowie „ t ' h r S13nete WirtSZelle " ^ltivierung ab edingungen 
aowxa Metnoden ZU r Bereitateiiung aus dan Zelien und/odaTL 
Kulturuberstand auszuwahlen. Hierbei w- hlf . 
beispielsweisa. wie ^n Pa0hman ° 

NuKieinsaurasaouen.en ^ " e i / «-9-«>h«t. 

p,„^ Seergneten . Codons und 

Pro^otoraeguen.an anges timmt aur die wirtsselie, ' „ sine 
■~og llohst starve Session von afctiven Br.ennungs.oie^J Z 
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gewxnnen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm verwendet der 
Fachmann bespielsweise af f initatschromatographiscne Schritte 
beispielsweise Chromatographie an Protein A oder Protein G 
Oder Protein L oder be ipielsweise Metallionen- 
Affxnxtatscbromatographie uber einen zusatzlich eingefugten 
Hxs-Tag. m den Beispielen ist dies beispielhaf t naher 
ausgef iihrt . 



Dar Bagriff -Gewinnung- w ^ mt nefcen ^ ^ 
gsnannten Schrittsn auoh zusatzlioha Schritte, wle etwa 
Vorbehandiungen des Ausgangsstof fes oder Weiterbehandlungen 
des Endproduktes. Vorbehandlungsverf ahren sind m slch ^ 
Fachmann bekannt. Weiterbehandlungsverf ahren umfassen neben 
den oben beschrieben Bereitstellungsverf ahren beispielsweise 
auch dia endgultige Zusammensetzungen und/oder Formulierung 
<ies it dam HersteHungsverx ahran ge„onnenen Ertemmgs . 
molekuls in geeigneten Verwendungs- md/oder Darreichungs- 
formen. Die Art dar Verwendungs- oder Darreichungsform. .... 
Losung. Lvophilisat odar Tablette, hangt hierbei von dar 
beabsichtigten Varwendung ab. Dam Fachmann iat hiarbei 
bekannt. „alche • Darreichungsf orm slch £flr welchen 
Ver^endungszweck eignet. Je nach Darreichungsform ^ das 
durch das erfindungsgemiEe Varfahran hargestaUta 
ErkennungsmoieWU zusammen mit Hilfs-. Trager- odar weiteren 
Wrrkstoffen vorliegen. Hilfsstoffe sind hiarbai vorzugsweise 
Ad 3 uvantien. Be itara wirkstoffe. vorzugsweise 

immunstimuiatorische Moiekule. wle Interleukine . Das mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren hergestellte Erkennungsmolekul 
kann auch in Weiterbehandlungsschritten chemisch modifiziert 
"erden. Vorzugsweise wird das Erkennungsmolekul hiarbai mit 
exnem odar mehreren weiteren MoleWUen in geaignatar W eise, 
d.h duroh chemische odar physikalische Interaktion. 
verbunden. Als weitere Moiekule im sinna der Erfindung dianan 
bavorzugt andaran Proteine odar Paptida. dia mit dam' durch das 
erfxndungsgemaBe Varfahran bergastalltan Erkennungsmolekul 



kovalent Oder nxft-kovalent verknup Jt werdeTbeispieisweise 

TJZZ Ziti T B ^—^ berzusteiien. indem ein 
erfxndungsgenafies ErkennungsmoleWU . das spezifisoh das 0ow _ l 
*»tige„ erkennt, m it e in em 2weiten Molekai ve 

STf"""* eiDe (beispielsweise 

odar bexspxelsweise eine Verkn^ung mlt Interleukinen 

(beispielsweise IL-2, IL-7 tt, TT „„, 

. , -II.7, IL-12, IL-IS) , chemokinen Oder 

Wachstumsfaktoren, wodurcfa fiber die WirJn,„„ „• 

j j _. . Qle Wirlcung dieser Molekttle 

CL*Tv/ -"»*»«™— «- Brkennungs^lekuls 

I-nnunexfektoren an die Core-! position Tumorzellen dirigiert 
werden und diese beispielsweise bek^pxen und/oder zerstoLn 
Dxese wexteren Molekule oder Telle davon k6„nea wie bereits 
wexter oben besohrieben auoh Teil de* * t 

. lel1 des Erkennungsmolekais 

selbst seln una werden in diesen 

besc^ebenen Chechen oder physikalisohen Methoden nach der 
Bxpressxon des Erkennungsn-olekflls .erknfcpft. Dnter 
„ Immunef f ektoren" vcrct-^f ~ 

versteht man im Sinne der Erfindung solche 
Komponenten der Erfindung die dir^t- „ • 

g direkt oder indirekt eine 

zz e r r /oaer zerstsrun9 ™ *»- * 

^! ellen , W " ken -ispielsweise X^unefrektor- 

DenorT;- h belSpielSWei - Makropbagen, HK-sellen, 

P^iL I Zellen ' 0dSr ""*«~*~>*: - beispielsweis 
Protexne oder Peptide des Komplenentsystercs . Als weitere 

- ekuie , im Eahmen des erftndungsgem48en verfatrens ~ ^ 

besonders Substanzen geeignet. die eine tberapeutisobe oder 
iTx SChS WlrkUn9 entfaltM - -^-i- radioisotope 

leise T Erkennungsmolekiilen verknupft. beispiels- 

wexse werden Radioisotope entweder direkt eingeLgert 

(bexspielsweise led) oder 0b»,- • , ingexagert 

Chelator „, • • , " kovalent gekoppelten 

D L s Zit ; pi eise yttrium - indium ' Bismut) 

LLlt Wait ~>— iungsvertabrens sxnd de. Pactatann 
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Dxe zur Expression der Erkennungsmolekule erf indungsgemaS 
verwendeten Zellen konnen prokaryontische oder eukaryontische 
Zellen sein, beispielsweise Bakterien-, Hefe- (bevorzugt 
S.cerevisiae oder P.pastoris) , Insekten- (D.melanogaster) 
Pflanzen-, Saugerzellen (bevorzugt Hamster-, Maus- oder humane 
Zelllxnien) oder Organismen wie transgene Tiere und Pflanzen 
Vorzugsweise .werden zur Expression der erf indungsgemaSen 
Erkennungsmolekule in einem prokaryontischen System E.coli und 
ZUr Session in einem eukaryontischen System die 
Saugerzelllinien NSO, SP2/0, CHO-K1, CHOdhfr-, COS-1, COS-7, 
HEK293, K562, Namalwa oder Percy 6 verwendet . 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung Wirtszellen, die 
durch das oben beschriebene Verfahren hergestellt wurden und 
mxt Hxlfe derer erf indungsgemaSe Erkennungsmolekule herge- 
stellt werden konnen. Selbstverstandlich konnen die 
Wirtszellen Teil eines Klons sein oder ihn selber darstellen 
Die Erfindung betrifft auch Organismen, die erf indungsgemaSe 
Wirtszellen umfassen. Die zu. verwendenden Techniken und 
Methoden zur Herstellung dieser Organismen sind dem Fachmann 
bekannt . 

Die Erfindung betrifft weiterhin Zusammensetzungen fur 
therapeutische, prophylaktische oder diagnostische Zwecke 
umfassend mindestens ein erf indungsgemaSe s Erkennungsmolekul 
xn exner geeigneten, insbesondere einer pharmazeutisoh 
geeigneten Form oder Zusammensetzung. Die pharmazeutische 
Zusammensetzung umfaSt insbesondere zusatzliche Stoffe und 
Substanzen, beispielsweise medizinische und/oder pharma- 
zeutisoh- technische Hilfsstoffe. -Im Sinne der Erfindung gelten 
als . Arzneimittel sowohl solohe pharmazeutischen Zusammen- 
setzungen, die fur therapeutische und prophylaktische Zwecke 
verwendet werden, als auch solche pharmazeutischen Zusammen- 
setzungen, die in vivo als Diagnostikum eingesetzt werden. in 
exner weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm handelt es sich urn 



Zusammensetzungen fur die ex vivo Diagnostik die zusatzliche 
Stoffe und Substanzen enthalten konnen. Diese Ausfiihrungsf orm 
ist unter der Beschreibung fur die Diagnostika naher 
ausgef uhrt . 

„Arzneimittel oder pharmazeutische Zusammensetzungen", die 
vorliegend synonym verwendet werden, sind erf indungsgem&S 
Stoffe und Zubereitungen aus Stoffen, die dazu bestimmt sind 7 
durch Anwendung am oder im menschlichen Korper Krankheiten, 
Leiden, Korperschaden oder krankhafte Beschwerden zu heilen, 
zu lindern oder zu verhiiten. Medizinische Hilfsstoffe sind 
erf indungsgemafi solche Stoffe # die zur Produktion als aktive 
Ingredienzien von Arzneimitteln eingesetzt werden. 
Pharmazeutisch- technische Hilfsstoffe dienen der geeigneten 
Formulierung des Arzneimittels oder der pharmazeutischen 
Zusammensetzung und konnen sogar, sofern sie nur wahrend des 
Herstellungsverfahrens benotigt werden, anschlieSend entfernt 
werden oder konnen als pharmazeutisch vertragliche Trager Teil 
der pharmazeutischen Zusammensetzung sein. Beispiele fxir 
pharmazeutisch vertragliche Trager sind nachstehend 
aufgefuhrt. Die Arzneimittelf ormulierung oder Formulierung der 
pharmazeutischen Zusammensetzung erfolgt gegebenenf alls in 
Kombination mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager 
und/oder Verdunnungsmittel . Beispiele fur geeignete 
pharmazeutisch vertragliche Trager sind dem Fachmann bekannt 
und umfassen z.B. Phosphat-gepuf f erte Kochsalzlosungen, 
Wasser, Emulsionen wie z.B. 6l/Wasser-Emulsionen, verschiedene 
Arten von Detergenzien, sterile Losungen, etc. Arzneimittel 
oder .pharmazeutische Zusammensetzungen, • die solche Trager 
umfassen, konnen mittels bekannter konvent lonelier Methoden 
formuliert werden. Diese Arzneimittel oder pharmazeutischen 
Zusammensetzungen konnen einem Individuum in einer geeigneten 
Dosis. verabreicht werden, z.B. in einem Bereich von Ifig bis 10 
g an Erkennungsmolekillen pro Tag und Patient Bevorzugt werden 
dabei Dosen von 1 mg bis 1 g. Die Verabreichung kann auf 
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verschiedenen Wegen erfolgen, beispielsweise intravenos, 
intraperitoneal , intrarectal , intragastrointestinal , 

intranodal, intramuskular , lokal, beispielsweise in den Tumor, 
aber auch subkutan, intradermal oder auf der Haut oder uber 
die Schleimhaute . Die. Verabreichung von Nukleinsauren kann 
auch in Form von Gen-Therapie geschehen, beispielsweise uber 
weiter oben beschriebene virale Vektoren. Die Art der 
Dosierung und des Verabreichungsweges kann vom behandelnden 
Arzt entsprechend den klinischen Faktoren bestimmt werden. Es 
ist dem Fachmann bekannt, dass die Art der Dosierung von 
verschiedenen Faktoren abhangig ist, wie z.B. der GroSe, der 
Korperoberflache, dem Alter, dem Geschlecht oder der 
allgemeinen Gesundheit des Patienten, aber auch von dem 
speziellen Mittel, welches verabreicht wird, der Dauer und Art 
der Verabreichung und von anderen Medikamenten, die 
moglicherweise parallel verabreicht werden. 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen oder das Arzneimittel 
umfasst insbesondere eine pharmakologische Substanz, die ein 
Oder mehrere erf indungsgemaSe Erkennungsmolekule oder/und 
diese kodierende Nukleinsauremolekule in einer geeigneten 
Losung oder Verabreichungsf orm enthalt.* Diese konnen entweder 
alleine mit den entsprechenden unter Arzneimitteln oder 
pharmazeutischen Zusammensetzungen beschriebenen Hilfsstoffen 
oder in Kombination mit einem oder mehreren Adjuvant ien, 
beispielsweise QS-21, GPI-0100 oder andere Saponine, Wasser-6l 
Emulsionen wie beispielsweise Montanide Adjuvantien, 
Polylysin, ■ Polyargininverbindungen, DMA- Verb indungen wie 
beispielsweise cpG, Detox, bakterielle Vakzine wie 
beispielsweise Thyphus vakzine oder BCG- Vakzine, und/oder einem 
anderen geeigneten Stoff zur Wirkuhgsverstarkung verabreicht 
werden; vorzugsweise immunstimulatorische Molekule, wie 
Interleukine, beispielsweise IL-2, IL-12, . IL-4 und/oder 
Wachstumsfaktoren, beispielsweise GM-CSF. Diese werden in 
bekannt en Methoden mit den erf indungsgemaSen 
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Erkennungs,„olekulen genischt ^ ^ einer 
For.ulxer.ng ^ Doeierung verabreiebt. Forz,ulierungen. 
Doarerungen und geeignete Komponenten aind d en Faebmann 
bekannt . 

Die pbarmazeutiache Zuaa^nenaetzung Oder das Arzneimittel kann 
selbstveratandlicb aueh eine nomination von 2 Oder mebreren 
der erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zusarcmensetzungen Oder 
Arzneimittel sein. sowie eine Kozfcination m it anderen 
Arzneinitteln, Tumorvakzinen Oder Tumorbehandlungen, „i e 
beizpielsweiae Antikarpertberapien. Chercotherapien oder 
Hadiotberapien. die auf eine geeignete Weiae zeitliob 
gemeinsaz, Oder getrennt verabreiobt beziebungaweiee angewandt 
warden. Heretellung der Arzneizdttel oder pbarmazeutieeben 
Zusamrcenaetzungen erfoigt naoh an aich bekannten Mathodan. 

Die Arzneimittel oder pbarmazeutieeben Zusa^enaetzungen 
konnen inabeaondere zur Bebandlung von Core-1 positiven 
Tumorerkrankungen eingaaetzt warden. wie beiepieleweiee 
Ma^nakarzino.ne, Zervikalkarzinome. Ovarialkarzinome. Colon- 
karzinome. Gastrointeatinalkarzinone. Pankreaskarzinome, 

Lungenkarzinome, Proatatakarzinoma . Zu diesen 

Tumorerkrankungen kannen auoh Core-1 und/oder Core-2 positive 
^norerkrankungen gebaren. Die Bebandlung gabt beiepieleweiae 
3egen Pri^uMoren. m ini raa l reaiduale ^orerkrankungen. 
Relapses und/oder Metastases Die Bebandlung der TuMoren kann 
auob ale adjunvante Bebandlung erfolgen. Die Vervendung dar 
^nernuttel kann aucb zur Propbylaxa von Core-! positiven 
Tuaorerkrankungan arxolgan. Die propb y laktieobe Bandung 
-alt barapzelaweiaa auf eine Propbylaxe daa Turcora aowie von 

Metaatasen. Die Tumormittel werden in 

weraen in erner geergneten Form 

na=b bekannten Metboden -verabreiebt. Eine bevorzugte Variante 
rat dle Injefction beziehung?weise Verabrei 

»rzner m ittel intravenaa, l okal ln Kor p erkavitsten , 
berapralawarae intraperitoneal. ■ intrarektal. 
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intragastrointestinal, lokal beispielsweise direkt in den 
Tumor, Organe oder Lymphgefafie (intranodal), aber auch 
subkutan, intradermal oder auf der. Haut, intramuskular . 
Verabreichungsarten kSnnen bevorzugterweise auch kombiniert 
werden, wobei sie an verschiedenen Behandlungstagen oder an 
einem Behandlungstag verabreicht werden konnen. Dabei konnen 
erf indungsgemaS auch 2 oder . mehrere der erf indungsgemaSen 
Arzneimittel oder pharmazeutischen Zusammensetzungen 

kombiniert werden oder eine oder mehrere erf indungsgemaSe 
Arzneimittel mit ein oder mehreren Arzneimitteln oder 
Tumorbehandlungen, wie beispielsweise Antikorpertherapien, 
Chemotherapien oder Radiotherapien, die zeitlich gemeinsam 
oder getrennt verabreicht beziehungsweise angewandt werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur 
Herstellung eines Arzneimittels oder einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung umfassend die Schritte der Herstellung von 
Erkennungsmolekulen und weiterhin umfassend den Schritt der 
Formulierung der erf indungsgemaSen Erkennungsmolekule in 
pharmazeutisch vertraglicher Form. Die hierfur bevorzugten 
erf indungsgemaSen Erkennungsmolekule sind weiter oben als 
Ausftthrungsformen zur Behandlung von Tumorerkrankungen und 
Prophylaxe, sowie, weiter unten unter in vivo Diagnostika naher 
beschrieben. 

Die erf indungsgemaSen Erkennungsmolekule und durch das 
erfindungsgemaSe Verfahren hergestellten Stoffe und 
Zusammensetzungen konnen demgemaS bevorzugt zur Prophylaxe, 
Diagnose, Verlauf skontrolle und/oder Behandlung von 
Tumorerkrankungen verwendet werden. Die Verwendung der 
Erkennungsmolekule, der Vektoren und/oder des Arzneimittels 
oder der pharmazeutischen Zusammensetzung zur Prophylaxe 
und/oder Behandlung. von Krebserkrankungen, ' . einschlieSlich, 
Tumoren und Metastasen ist weiterhin bevorzugt. 
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in siner bavorzugtan Ausfubrungsforz, lst die Krebsarkrankung 
Oder dar Tumor, dia/dar bahandait . odar verbindsrt „ ird 
ausgewanlt aus der Gruppe von ^^^^ ^ 

Tumorsrkrankungan das Hals-Nasen-ohxen-Baraichs, dar Lungs 
das Madiastinums. des Gastrointastinaltraktas, des 
Uroganitalsystsms. das gynakoXogisobsn Systams. dar Brust. das 
andctoinen Systams. dar Haut. Knoonsn- und Wsiobtaiisarkoman. 
Masotnslroman. Malanomsn. NsopXasman das zantralan 
Narvansystsms. Krabserkrankungen odar Tumorarkrankungen in, 
Kxndasaltar, L ympbomsn. baukamian, paranaoplastiscban 
Syndroman. Matastasan obna bakanntan PrimSrtumor (CUP- 
Syndrom), psritoneaXan Karzinomastossn, Xmmunsupprsssion- 
bazogenen Malignitatan und/odar Tumor-Metastassn. 

Xnsbasondsra kann as sicb bai dan Tumoran „ folgende 
Krabsarten bandaXn.- Adanokarzinom dar Brust. dar Prostata und 
das Diokdarms; alls Forman von Lungankrabs . dar von dan 
Broncbian ausgsbt; Knoobanmarkkrabs . das Malanom, das Hapatom 
das NaurobXastom; das Papillom, das Apudom. das Cboristom. das 
Branchrom.- das maligns Karzinoid-Syndrom; dia Karzinoid- 
Harzerkrankung; das Karzinom WlHs . XmiMi 
BasalzslXsn-Karzinom. basosguamSsss Karzinom, Brown-Paaroa- 
Karzmom, duktalas Karzinom. Bbrliob-Tumor, in situ-Karzinom, 
Krabs-2-Karzinom, MarkaX-Zallan-Karzinom. SohXaimkrabs. nioht- 
klaxnzalligss BronohiaXkarzinom, HafarzalXsn-Karzinom, 

papxXXaras Karzinom, szirrbosas Karzinom. brononiolo- 

aXveoXires Karzinom, n,-™^ • • „ 

„,„ . ' Br onchxaz-Karzinom, 

PiattenepxtheXkarzxnom und , ra „„ ( n , 

... « a Trans xtlonaXzeXX-Karzinom) ; 

hxstxooytisoha Funktionsst6rung; LauMmia (z B in 

!~ mS B " Zellen " LeUkanie ' ^-^-.ailan-^ukaonie. 

»ullzellsn- L sukamie. T-Eallan-Lauktaia, cbronisons T-Zallan- 
Leukamia, HTbV-Ix-assoziisrta bsukimia, ^ Xy^bozytiscba 
Laukamxs. ohroniscb-ivmpbozytnisohs LaukSmia, Mastz e ll- 
Lauk^ie und mysXoisona Leu kamia, , maligne „ istiocytose , 
Hodgkxn-Krankbait, non-Hodgkin-Lympbom, solit4rer 
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Plasmazeiltumor; Reticuloendothelios.e. Chondroblastom- 

Chondrom. Chondrosarkom; Fibrom; Flbrosarkom; Riesenzell- 
Tumore; Histiocyte*,; L1 p om; !, iposarkon; Leukosarkom; 
Mesotbeliom; Myxom; Myxosarkom.- Osteon,; Osteosarkom; Ewing- 
Sarkom; Synoviom; Adenofribrom; Adenolymphom; Karzinosarkom, 
Chordom, Craniopharyngiom, Dysgerminom, Hamartom; Mesenchyme,,; 
Mesonephrom. Myosarkom. Ameloblastom, Cementom; odontom- 
Teratom; Thymom. chorloblastom; Adenokarzinom. Adenom- 
Cholangiom; Cholesteatom; Cylindrom; Cystadenocarcinom.' 
Cystadenom; GranulosazelltW, Gynadroblastom; Hidradenom; 
Xnselzelltumor; Leydig- Ze lltumor; Papillom; Sertoli-Zen- 
ker, Thekazelltumor. Leiomyom; Leiomyosarkom; Myoblast™ • 
Myom; Myosarkom; Rhabdomyom; Rhabdomyosarkom; Ependynom' 
Gangiioneurom. Gliom, Medulloblastom, Meningiom; Neurilem^m^ 
Neuroblastom; Neuroepitheliom, Neurofibrom. Neurom 

Paragangliom, nicht-chromaf t ines Paraganglia,, Angiokeratom.' 
angxolymphoide Hyperplasia ra i t Eosinopbilie; scleroaierendes 
Angrom; Angiomatose; Glomangiom; Hemangioendothelioma 
Hemangiom; Hemangiopericytom, Hemangiosarkon,; Lymphangiom, 
Lymphangiomyom, Lymphangiosarkom; Pinealom; Cystosarkom 
Phyllodes; Hemangiosarkom; Lymphangiosarkom; Myxosarkom 
Ovarialkarzinom; Sa rkom (z.B. Ewing-Sarkom. experimental!. 
Kaposi-Sarkom und Mastzell-Sarkom, , Neoplasmen (z.B. Knochen- 
Neoplasmen. Brust-Beoplaaman. Neoplasmen dea 

Verdauungssystems. ooloraktale Neoplasmen, neber-Neoplasmen. 
Pankraas-Neoplasmen, Hirnanhang-Neoplasmen. Hodan-Neoplasmen 
Orbrta-Neoplasmen, Neoplasmen des Kopfes und Halses, des 
Zentralnervensystems. Neoplasmen des Hororgans, des Beokens. 
des Atmungstrakts nnd das Drogenitaltrakts) ; Naurof ibromatose 
und zervikale Plattenepitheldysplasie . 

in einer welter bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist die 
Krebserkrankung .oder dar Tumor, die/dar babandelt odar 
verhrndert „ird. ausgewahlt aus dar Gruppa von 
Krebserkrankungen Oder Tumorerkrankungen, die Zellen umfassen. 
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die das core-l in der erf indungsgemSEen Definition umfassen 
ausge»ahlt aus der Gruppe: ^ oren deB Hals _ Nasen _ ohren ; 
Bererehs umfassend Tumoren der inneren Nase, aer 
NasennebenhShlen, des Hasopharynx, der Lippen. der Mundh6hle 
des oropharynx, des Larynx, des Hypopharynx, des ohres, der 
Spercheldrusen und Paraganglioma, Tumoren der Lunge umfassend 
nreht-xl ei nzellig e Bronehialxarzinome. xleinzellige 

Bronohialkarzinome. Tumoren des Mediastinums, Tumoren des 
Oastrointestinaltraxtes umfassend Tumoren des Osophagus. des 
Magens. des Panxreas. der Leber, der Oallenblase und der 
Gallenvege. des Dunndarms, Kolon- und Rextumxarzinome und 
Analkarzinome, Drogenitaitumoren umfassend Tumoren der Nieren 
der Harnleiter. der Blase, der Prostata, der Harnrahre. des 
Penxs und der Hoden, gynaxologisohe Tumoren umfassend Tumoren 
des Zervix, der Vagina, der Vulva. Korpusxarzinom, maligna 
TrophoblastenerxranKung. Ovarialxarzinom, Tumoren des 
Bxleitars CTuba Paloppii, . ^ der BauchIl6hlei 
Mammaxarzznome. Tumoren endoxriner Organs umfassend Tumoren 
der sohilddruse. der Nebensohilddruse. der Kebennierenrinde . 
endoxrrne Panxreastumoren, Karzinoidtumoren 

Karzinoidsyndrom. multiple endoxrine Neoplasias Knoohen- und 
^xobteilsarxome. Mesothelioma. Hauttumoren. Melanoma 
umfassend xutane und intraoxulare Melanoma. Tumoren des 
zentralen Nervensystems, Tumoren in Kindesalter umfassend 
Ketrnoblastom, „il ms ^, Heuroflbromatose _ Keuroblastoi „_ 
Kwxng-sarxom Tumorfamilie. Khabdomyosarxom. Lymphoma umfassend 
Non-Hodgxin-Lymphome. xutane T- Z ell-Lymphome, primare Lymphoma 
des zentralen Nervensystems. Morbus Hodgxin. Leuxtaien 
umfassend axuta Leuxamien, . obxonisohe myeloisehe und 
lymphat^sohe LeuMmien. Plasmazell-Neoplasmen, 

^elodysplastisoha Syndrome. paraneoplastisohe Syndrome. 
Metastasen ohne bexannten Primartumor (CUP-Syndrom, , 
perxtoneale Karzinomastose. Xmmunsuppression-bezogene 

*T -rtassend AIDS - be zogene Malig.itaten w ie Kaposi- 
sarxom.. AX DS -assoziierte Lymphoma, A IDS - as soziierte Lymphome 
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des zentralen Nervensystems . AIDS-assoziierter Morbus Hodgkin 
und AIDS-assoziierter anogenitale Tumoren, Transplantations- 
bezogene Malignitaten. „,etastasierte TuMoren uMfassend 
Cehxrnmetastasen. Lungenmetastasen. bebemetastasen, 

Knochenmetastasen, pleurale und perikardiale Metastases und 
maligne Aszites. 

In ainer waiter bavorzugtan Ausfuhrungsfom, 1st die 
Krebserkrankung odar der Tumor, die/der behandelt Oder 
verhindert wird. ausgewahit aus der Gruppe UMfassend 
Krebserkrankungen Oder T^orerkrankungen der Ma^akarzinome. 
der Gastrointestinaltumore. einschlieeiich Kolonkarzinome 
MagenkarzinoMe, Pankreaskarzinome.. Dickdar^krebs.' 

Dunndarmkrebe. der Ovarialkarzinome. dar Zervikalkarzinoz*. 
Lungenkrebs, Prostatakrebs . Nierenzellkarzinome und/oder 
Lebermetas tasen . 

Die erfindungegenSEen ErkennungsmolekQle k6nnen bei der 
Behandlung oder Prophylaxe von Tumorerkrankungen dirakt 
emgesetzt warden Oder mit zusatzXicben Ef f ektorstrukturen 
gekoppelt warden. Outer „Eff ektorstrukturen" versteht m an 
erf indungsgema* . solohe chemischen ^ . bioohenlschen 

Verbrndnungen, Molekuie oder Atome, die direkt oder indirakt 
exne AbtStung oder Schidigung, einschlieSlich beispielsweise 
Waohstumsverlangsamung pder Wachstumsinhibition 

T^orzellen bewirken. „ ie rzu gabaren beispielsweise 
Radioisotope, Toxins, Cytostatika und andare Ef f ektormolekule 
wie beispielswaise Cytokine und Chemokine oder andere 
Strukturen, die selbst Effektoren darstellan oder an die 
Effektormolekule gekoppelt warden, beispielsweise it Tox i n en 
Oder cytostatika beladene Liposomes, die erf indungsgemaBe 
Erkepnungsmolekule tragan. Beim letzteren Beispiel der 
bzposomen sind insbesondere auch solche Ef fektorstrukturen 
gememt, die neben dem Erkennungsmolekul fiir die 
Tumorspezifitat aucb solche Molekule tragan. die «, eine 
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Aufnahme der Ef f ektorstrukturen oder Telle davon in die Zellen 
verantwortlich sind, wie beispielsweise Antikorper gegen 
Rezeptoren, die eine Rezeptor-vermittelte Endozytose bewirken. 
Vorzugsweise umfassen die Erkennungsmolekule in diesen Fallen 
eine Transmembrandomane , die ihnen eine Insertion in die 
Liposomenmembran erlaubt oder in einer anderen bevorzugten 
Ausfuhrungsform werden die Erkennungsmolekule chemisch auf die 
Liposomenoberf lache gekoppelt . Die hierf ur verwendeten 
Techniken sind dem Fachmann bekannt, einschlieSlich der 
Herstellung der Liposomen. Auch die Verbindung der 
Erkennungsmolekule mit den anderen Eff ektorstrukturen erfolgt 
nach an sich bekannten Methoden. Die Kopplungen konnen dabei 
wie bereits oben ausgefuhrt beispielsweise direkt durch 
kovalente oder nicht-kovalente Beladung erfolgen, durch 
chemische Kopplung, wobei ein zusatzliches chemisches oder 
biologisches Molekul notwendig sein kann, beispielsweise ein 
Chelator oder ein Linker, oder in Form von Fusionsproteinen 
oder -peptiden durch Fusion. Eingesetzt werden die 
Erkennungsmolekule bei der Behandlung von Tumorerkrankungen 
mit Core-1 tragenden Tumoren] und/oder fur eine Untergruppe an 
erfindungsgemafien Erkennungsmolekiilen, die weiter oben liber 
ihre Spezifitat fur Core-1 und Core-2 beschrieben sind, Core-2 
und/oder Core-1 tragenden Tumorzellen oder zur Prophylaxe, die 
beispielsweise die Ausbildung von primaren Tumoren oder 
Metastasen verhindert . Bevorzugtes Ziel ist dabei die 
Behandlung der minimal en residualen Erkrankung und von 
Metastasen. Eine weitere bevorzugte Anwendung ist dabei die 
Inhibition der Lebermetastasierung von Core-1 und/oder Core-2 
positiven Tumorzellen . Die erf indungsgemafcen 

Erkennungsmolekule werden dabei in einer geeigneten 
Formulierung einmalig oder wiederholt in geeigneten zeitlichen 
Abstanden und Doseh verabreicht. 



Im Folgenden und davor versteht man im Sinne der' Erfindung 
unter dem Core-1 Antigen auch Core-1 und/oder Core-2 und unter 
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Core-1 positiven Zellen oder Turcorzellen und/oder -g eW eben 
aucb core-! und/oder Core- 2 positive Zellen 0<Jer 
und/oder -gewebe. 

In einer bevorzugten Ausfubrungsfom, „erden die 
erfindungsge^en oben besohriebenen . radioaktiven 

Erkennung SI »olekule -it einer Applikation von nicht z^rkierten 
erfxndungsgemaBen Core-l S Dezifi„i,„ - , 

.... spezxfxschen Erkennungsmolekulen 

kombmiert . Dies dient d»r- 

,, .„ 6 der Verbes =«™g dee Hintergrundes und 

damxt exner spezif xscheren Bindung en den Tun,or, indez, 
potentielle Core-. trage nde Mo lekule i m Blut ^esattigT 
verden. Bevorzugt „ er den dabei IgM 
Erkennung Sm olekule verwendet. beispielsweise der in den 
Bexspielen beecnriebene dg„ oder die hun anisierte For* davon, 
da ai eee vor ellea an Core-1 Antigen i m Blut binden und da.it 
den Hxntergrund und die Seruz*elastung ffl it Kadioaktivitat 
ernxedrxgen und das relative Tuz,ortargeting erbohen, „abrend 
aufgrund der GroSe der Molekule ein Eindringen in Gewebe und 
Tu^oren li mi tiert ist. Die bierfOr ver^ndeten Verfanren und 
Tecbnologxen sxnd de m Pacnmann bekannt. ebenfalls kann der 

61,18 ' 9eei3neCe DOSis ' — lierungen. 

Applxkatxonsroute und Zeitpunkt der Gabe der niebt-z-arkierten 
Erkennungsmolekflle erstellen. 

Bevorzugt ist W eiterbin die Ver»endung von viralen Vektoren 
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Af f initatsreinigung zuganglich zu machen, beispielsweise durch 
Solubilisierung mit geeigneten Detergenzien oder durch 
Abspaltung durch. Proteolyse oder durch Zelllyse. 

In einem weiteren erf indungsgemaSen Verfahren werden Core-1 
tragende Molekule oder Zellen aus Geweben gewonnen. Hierzu 
wird das Gewebe nach an sich bekannten Methoden 
aufgeschlossen, um die Core-1 tragenden Molekule oder Zellen 
zuganglich zu machen, beispielsweise durch proteolytische oder 
mechanische Methoden. Dem Fachmann sind diese Verfahren 
bekannt . 

Wie oben ausgefuhrt werden auch Core-1 positive Zellen oder 
Zelllinien unter Verwendung der Core-1 spezifischen 
Erkennungsmolekule isoliert oder angereichert und von solchen 
Zellen, die keine oder geringe Mengen an Core-1 Strukturen 
tragen, getrennt. Unter dem Begriff "Isolierung oder 
Anreicherung der Zellen" sind alle MaSnahmen zur Separierung 
von Zellen zu verstehen, die durch das Tragen von Core-1 
Strukturen einen Komplex mit den erf indungsgemaSen 
Erkennungsmolekulen gebildet haben. Dem Fachmann sind diese 
Verfahren bekannt. Vorzugsweise wird hierfur die FACS oder die 
MACS Methode . eingesetzt. Beispielsweise erfolgt die 
Anreicherung durch Bindung von erf indungsgemaSen 

Erkennungsmolekulen an die Core-1 Struktur auf der 
Zelloberflache und anschlieSender Selektion der so raarkierten 
Zellen durch Bindung an Tragermaterialien, die spezifisch mit 
dem Erkennungsmolekul interagieren, beispielsweise anti-Maus 
IgM Antikorper gekoppelt an Magnetbeads (MACS- Sort ierung) . 
Aufierdem konnen die Core-1 spezifischen Erkennungsmolekule 
selbst kovalent an einen Trager gekoppelt sein. Bin weiteres 
Beispiel ist die Gewinnung mit Hilfe eines FACS - Sorters , der 
Zellen, die die Erkennungsmolekule . . tragen, die 
fluoreszenzmarkiert wurden, sortiert. Beide Methoden sind dem 
Fachmann bekannt. Diese so angereichert en Core-1 positiven 




•Zellen konnen fur die Herstellung von Vakzinen verwendet 
werden, beispielsweise zur Beladung von Dendritischen Zellen 
Oder direkt als Tumorzelllysat in einer Vakzinen 
Zusammensetzung. Die vorhergehende Aareicherung von Core-1 
positiven Zellen soli zu einer hoheren Tumorspezif itat der 
Vakzinierung fuhren. Dem Fachmann sind diese Verfahren 
bekannt . 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur 
Herstellung eines Diagnostikums umfassend die Schritte des 
erf indungsgemaEen Verf ahrens zur ■ Herstellung der 

erf indungsgemaEen Core-1 spezifischen Erkennungsmolekule und 
weiterhin umfassend den Schritt der Fonuulierung der 
Erkennungsmolekule in einer diagnostisch verwendbaren Form 

Unter dem Begriff "Diagnostikum* sind erf indungsgemaE Stoffe 
und Zubereitungen aus Stoffen definiert, die dazu bestimmt 
sind, durch Anwendung am oder im menschlichen Kdrper oder 
Teilen davon Krankheiten, Leiden, .Korperschaden oder 
krankhafte Beschwerden zu erkennen. Als Teile des menschlichen 
Korpers sind vorzugsweise Korperf lxissigkeiten, wie Blut, 
Blutserum, Lymphe, Urin, Spinalf lussigkeit oder Sperma, oder 
Gewebebiopsien oder -proben zu verstehen. 

Die Formulierung des Diagnostikums umfasst vorzugsweise die 
Modif ikation der hergestellten Erkennungsmolekule mit 
Substanzen, die einen Nachweis des Antigens Core-1, .in 
bestimmten Ausfuhrungsf ormen, die von der Feinspezif itat des 
erf indungsgemaEen Erkennungsmol ekul s abhangen , 

definitionsgema.fi auch das Antigen Core-2, erlauben. Geeignete 
Substanzen sind im Stand der Technik bekannt. Ausgehend von 
der Wahl der Substanz ist der Fachmann in der Lage, geeignete 
Mafinahmen zur Formulierung des Diagnostikums einzusetzen. 
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dungsgemaS auch zur Verlauf skontrolle von Tumorerkrankungen 
und zur Kontrolle von Behandlungsverlauf en eingesetzt. Die in 
den Verfahren verwendeten Methoden sind an sich bekannt, 
beispielsweise ELISA, Western-Blot, FACS (Fluoreszenz- 
aktivierte Zellsortierung) , MACS (Magnetvermittelte Zell- 
sortierung) , ADCC (Antikdrpervermittelte Zellzytotoxizitat) , 
CDC (Komplement vermittelte Zytotoxizitat) , Iiranuncytochemie 
und Immunhistochemie. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsf orm ist ein Gewebsschnelltest , bei 
dem in einem immunhistologischen Verfahren die Gewebsproben 
mit fluoreszenzmarkierten erf indungsgemaJSen Erkennungs- 
molekulen gefarbt werden. In einem weiter bevorzugten 
Verfahren wird das erf indungsgema.Se Erkennungsmolekul , 
bevorzugt ein Antikorper des Isotyps IgM, mit einem weiteren 
Antikorper, der spezifisch das Antigen MDC1 erkennt, bevorzugt 
Isotyp IgGl, kombiniert. Der Vorteil . dabei ist, dass 
beispielsweise fur die Diagnostik von gastrointestinalen 
Karzinomen (z.B. Colorektale Karzinome und Magenkarzinome) 
diese in einem fruhen Stadium erkannt und gleichzeitig eine 
Prognose beziiglich des Krankheitsverlauf es und/oder der 
Lebermetastasierungsgefahr gegeben. werden kann, wobei ein 
hoheres Niveau an Core-1 Antigen eine schlechtere 
Verlaufsprognose und eine um das mehrfach hdhere 
Wahrscheinlichkeit der Lebermetastasierung bedeutet . In einer 
weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm sind die Antikorper und 
Erkennungsmolekule direkt mit unterschiedlichen 

Pluoreszenzfarbstoffen, beispielsweise Cy3 und Cy5 oder Cy3 
und PITC, markiert. In einer Ausfuhrungsf orm, in der eine 
Signal vers tarkung vorteilhaft ist, werden die Antikdrper 
und/oder Erkennungsmolekule durch markierte sekundare 
Antikorper oder das Biotin-Streptavidin verstarkt. Dabei ist 
es vorteilhaft, unterschiedliche Isotypen und/oder 
Speziessequenzen im konstanten Teil der Antikorper zu 
verwenden. Die hierbei verwendeten Technologien und Methoden, 
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beispielsweise der Markierung und der Immunhistologie, sowohl 
die Wahl der geeigneten Formate der Erkennungsmolekule sind 
dem Fachmann bekannt. Das beschxiebene diagnostische Verfahxen 
ist nicht auf gastrointestinal e Tumoren beschrankt, sondem 
anwendbar fur alle das Antigen Core-1 tragende 
Tumorerkrankungen . 

In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm wird ein 
serologischer Test durchgef uhrt , bei dem als Verfahren ein 
Sandwich- ELISA verwendet wird. Dieser besteht aus einem 
FangerantikSrper, der Tragermolekule des Core-1 Antigens aus 
dem Serum an eine feste Phase bindet, und einem 
Nachweisantikorper, hierunter fallen erf indungsgemaS auch 
andere erf indungsgemaiSe Erkennungsmolekule, die das Core-1 
Antigen erkennen. Damit kann unterschieden werden, welches 
Tragermolekul das Core-1 tragt . In einer bevorzUgten Form kann 
damit auf den Ursprung des Primartumors Ruckschlusse gezogen 
werden. Als Fangerantikorper konnen verschiedene Antik6rper 
dienen, die Glykoproteine erkennen, die O-Glykosylierungen 
tragen. Eine bevorzugte Ausfuhrungsf orm verwendet Antikorper 
gegen das epitheliale Muzin MDC1 als Fangerantikdrper, das 
haufig ein Trager des Core-1 im Tumorfall ist. In einer 
weiteren Ausfuhrungsf om werden alle Antigene im Blut bestimmt, 
die das Core-1 Antigen tragen. Dies ist dadurch moglich, dass 
das core-l Antigen in der Regel in mehreren Kopien pro 
Tragermolekul vorkommt . Hierbei wird erf indungsgemafi ein 
erfindungsgeraaSes Core-1 spezifisches Erkennungsmolekiil als 
Fangerantikorper verwendet und ein markiertes erfindungs- 
gemaSes Core-1 spezifisches Erkennungsmolekiil als 
Nachweisantik6rper, wobei die Erkennungsmolekule keine 
Antik&rper sein mussen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm 
wird ein IgM als Erkennungsmolekul mindestens als Fanger- oder 
Nachweisantikorper verwendet. in einer weiter bevorzugten 
Aus fuhrungs form wird der Nachweisantikorper mit Biotin 
markiert und das System uber Streptavidin in Kombination mit 



56 



einem geeigneten Nachweisverf ahren nachgewiesen. Ein 
geeignetes Nachweisverf ahren sind beispieslweise POD 
Markierungen oder Fluoreszenzmarkierungen des Streptavidins . 

In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
werden fur einen serologischen Tumortest die Bestimmung des 
Core-1 Antigens, wie zuvor beschrieben, mit der Bestimmung 
anderer serologischer Tumormarker kombiniert, beispielsweise 
PSA, CEA oder AFP. Eine hierbei bevorzugte Ausfuhrungsf orm ist 
die Bestimmung des MUC1 und des Core-1 Antigens. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm wird hierbei das MOC1 mit Hilfe 
eines MUC1 spezifischen Antikorpers aus dem Serum an eine 
feste Phase immobilisiert und mit einem zweiten anti-MUCl 
spezifischen Antikorper, bevorzugt solche, die die DTR-Region 
in einer glykosylierten Form verbessert erkennen, als 
Nachweisantikorper nachgewiesen und das Core-1 Antigen auf dem 
mit Hilfe eines anti-MUCl Fangerantikorpers immobilisierten 
MUC1 mit einem erf indungsgemafien Erkennungsmolekul 
nachgewiesen. Dieser diagnostische Test verbindet eine 
Fruherkennung mit einer prognostischen Aussage uber den 
Krankheitsverlauf , und/oder der Lebermetastasierungs- 

wahrscheinlichkeit . Die hierbei verwendeten Technologien, 
beispielsweise der Markierung und der Serologie, 
einschliefilich der Nachweismethoden, sind dem Fachmann 
bekannt. Die beschriebenen diagnostischen Verf ahren sind nicht 
auf gastrointestinale Tumoren beschrankt, sondern anwendbar 
fur alle das Antigen Core-1 tragende Tumoren. Die 
beschriebenen serologischen Tests dienen der Diagnose, des 
Monitorings des Verlaufs der Tumorerkrankung und der Prognose 
von Core-1 Antigen-positiven Tumoren. 

In einem weiteren erf indungsgemaSen Verfahren werden die 
erf indungsgemaSen Core - 1 - spe z i f i s chen Erkennungsmol ektil e zu 
einer in vivo Diagnostik verwendet . . Hierfiir werden die 
Erkennungsmolekule mit geeigneten an sich bekannten Verfahren 



57 



markiert und somit fur an sich bekannte bildgebende Verfahren 
am Menschen zuganglich gemacht, beispielsweise 

Radioimmundiagnostik, PET- Scan Verfahren oder Immuno- 
fluoreszenzendoskopie, beispielweise durch Kopplung und/oder 
Beladung mit entsprechenden Molekulen, beispielsweise 
radioaktiven Isotope, beispielsweise das Indium, oder 
Fluoreszenzfarbstoffe, beispielsweise dem Cy3, Cy2, Cy5 oder 
FITC. In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden 
erfindungsgemaSe Multibodies mit einem geeigneten Chelator 
(beispielsweise DOTA oder DTPA) kovalent gekoppelt und mit 
Indium-Ill beladen und zur in vivo Diagnostik eingesetzt » 
Diese werden in einer. bevorzugten Ausfuhrungsf orm intravenos 
in einer fur das Individuum geeigneten Dosis verabreicht und 
die Lokalisation des Core-1 Antigens und eines potentiellen 
Tumors nach an sich bekannten Verfahren gemessen. Die hierfur 
verwendeten Verfahren und Technologien, einschliefclich der 
bildgebenden Verfahren, sind dem Fachmann bekannt, ebenfalls 
kann der Fachmann eine geeignete Dosis und Formulierungen 
erstellen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden 
Immunglobuline, bevorzugt Igiyr und igG, wie oben beschrieben 
und in den Beispielen naher ausgefuhrt, radioaktiv-markiert , 
beispielsweise mit Indium- ill, und lokal in den Tumor oder in 
den Tumor versorgende oder entsorgende BlutgefaSe gegeben. 
Dies dient in einer Ausfuhrungsf orm zur Bestimmung der GroSe 
des Tumors und in einer weiteren Ausfuhrungsf orm der 
Bestimmung befallener Lymphknoten. Die hierfur verwendeten 
Verfahren und Technologien sind dem Fachmann bekannt, 
ebenfalls kann der Fachmann eine. geeignete Dosis und 
Formulierungen erstellen. 



In einer weiteren. Ausfuhrungsf orm werden die erf indungsgemaSen 
radioaktiv-markierten Erkennungsmolekule auch uber andere 
Applikationsrouten verabreicht. Dabei bevorzugte Routen sind 
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intraperitoneal, intranodal oder intrarectal bzw 

intragastrointestinal. Intraperitoneal ist dabei besonders 
vorteilhaft zur Bestimmung von Tumoren, die Ober das 
Peritoneum zuganglich sind und/oder in dieses metastasieren 
beispielsweise Ovarialkarzimome und bestinunte gastro- 
intestinal Karzinome. Intrarectal bzw. intragastro- 
intestinale Verabreichung ist vorteilhaft fur bestinunte 
gastrointestinal Tumoren und deren Lokalisation . und 
GroSenbestinunung. Intranodal kann in bestimmten Fallen dafur 
verwendet werden einzelne Lymphknoten direkt zu inf iltrieren. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden die erfin- 
dungsgemafien oben beschriebenen radioaktiven Erkennungs- 
molekule fur in vivo Diagnostika mit einer Applikation von 
nxcht markierten erf indurigsgemaSen Core-1 spezifischen 
Erkennungsmolekulen kombiniert. Dies dient der Verbesserung 
des Hintergrundes. Bevorzugt werden dabei igM abgeleitete 
Erkennungsmolekule verwendet, da diese vor allem an Core-l 
Antigen im Blut binden und damit den Hintergrund deutlich 
emxedrigen, wahrend aufgrund der GroSe der Molekule ein 
Eindringen in Gewebe und Tumoren limitiert ist. Die hierfur 
verwendeten Verfahren und Technologien sind dem Fachmann 
bekannt, ebenfalls kann der Fachmann eine geeignete Dosis 
Formulierungen, Applikationsroute und Zeitpunkt der Gabe der 
nicht -markierten Erkennungsmolekule erstellen. 

in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden 
erfindungsgemaBe Erkennungsmolekule, bevorzugt Immunglobuline , 
Multibodies oder Antikorperf ragmente, weiter bevorzugt IgM 
IgG und Multibodies, mit einem Fluoreszenzf arbstof f markiert 
und in vivo verabreicht. Bevorzugte Applikationsrouten sind 
hxerbei intrarectal, intragastrointestinal, intraperitoneal, 
xntravenos und in zufuhrende oder abfiihrende BlutgefaSe. Eine 
besonders bevorzugte Ausfuhrungsf orm dient der Lokalisation 
gastrointestinaler Karzinome, die durch eine Fluoreszenz- 
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endoskopie naeh A p pllk ation der f luoreszenzmarkierten 
E rkennungs,nolekule durehgefunrt wird. m einer welter 
bevorzugten Ausfubrungsfo™ wird ein erf 
Krkennungsaoiekul m it . m inde s tens . eine,. gegen ein 

~ T^orentigen ko-toiniert. bevor2ugt 
antikorper.' Bevorzugt werden fl.h.- 

„ 9 warden dabei unterschiedliche 

Pluoreszenzfarbstoffe verwendet, die eine tTnterscheidung der 
Erkennungsaoiekule und Antikorper erlauban, womit eine 
prognostische Aussage mi t einer Pruherkennung und einer 
g^ren AnzahX an PaXien. k om biniert wird. Bevorzugte 
PXuoreszenzfarbstoffe sind solche ^ * 

HintergrundfXuoreszenz di» rt™ o >. "a 
. . „, ' dle dem Pacninann bekannt sind. Die 

H TJT""^ Verfahren T - hn ° l ^ i -. ainschlie Elicll 

der biXdgebenden Verfahren, beispielsweise der FXuoreszenz- 
Endoskop.e. sind de™ Pachmann bekannt. ebenfaXls kann der 

ZTl. 61,16 3eel3Dete °° Si *< — Xierungen. 

^r:™" - ~«™ - ^ - nicbt- m arkierten 



* „ Er£indmS " 6ist -™~ vorteile auf= Die 
■ erfxndungsge^en Core-X s P ezifisehen E rkennungs*,oXekuXe 
erkennen Karzincanarten spezifisch, wodurch sie It Vorteil bei 
vzelen Tun.orpatienten verschiedener Indikation ' zu einer 
^agnose und/oder Tberapie verwendet . warden kSnnen. DarOber 
hxnaus binden die ErkennungsMolekule vorteilnaf terweise 

ZT \ n0rnalea Ge " Sben - D±eS lst 9-9««-r den 

bekannten Tumormarkem ein besonderar Vorteil und eine 
herausragende Eigenschaft der 

Kr . v= , , aer erfindungsgem&Een 

Erkennungsxnolekule. Vorteilnaf t ist . weiternin, da* die 

Erkennungsmolekule das • Core-l a^t-^ . 

M - . COre 1 Antigen Trager-unabhangig 

erkennen. Ein besonderer Vorteil r,^ * • 1 

_ , vortexl der erf mdungsgemaSen 

Krkennung sm olekule ist die bone Spezifitat L das 

^orgewebe. D ies ist . insbesondere in der hoben Sp e 2 ifitat fur 

defrnrte Koblennydrat-Antigene begrundet. Bei e i ner 

unspezifisoben Erkennung anderer Konlenbydratstrukturen wurde 
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erfrndungsgenaSen E rkennungs m olekule eine hohe Afrinitat auf 
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vorteilbaft fur die Rntwicklung von Therapeutika'. Dle core^l 
und/odar Core-2 struktur an der Zelloberrlaohe er h 6ht die 
Wahrscheinlichkeit der au-mt,, 

.... Ausbrldung von Metastasen 

bersprelsweise von Leberz.etastasen, dureb dia Biockierung der 

T e „\ Und/0d6r C ° re " 2 StrUktUr mlt ^-nungsaolakulan „ird 
dia Metastasenbildung reduziert bzw. inhlblert. 

a" r t ?r den d so11 die Erfinduns von Beispiei - «—* 

erlautert werden, ohna auf diasa Baispiala bescbrankt zu sain. 
Beisp l^l^ 

1. Herst.llung von Core . x spezifisollra Hultibodl9 . _ it 
Linkers. 

der V 7 kUr2Un3 ° der Deleti ° n — ^ars z„is=ben dar v„ und 

rjalilT/ 7f* Chaln Antik6rpe " miC — *a,uanz «Q H> NO. 
gebxidat (Abb. la) . „ ierfur ^ d . e ^ ^ 

spezxfxaohan Primern so a^lifiziart, da* 22 Nuklaotida a™ ,-. 
Knda dar V„ und a™ 5 -- E nda dar V L - ainan ko„ple„entaren Baraiob 
ausbrlden (Abb. lb, PCR I und pcr tti 

"J- und PCR II), una ansohlieEend die 

beiden PCR-Fragmente nach Aufrei,n m ,„„ • 

m .. . , c " A «treinigung in einer SOE-PCR 

nuternander verknupft (Abb. lb pcr ttti 

B _, _ F - 10 ' PCR IIX > • Zum SchluE wurde das 

ZlZT" *^ NC ° I/NOtI ±n einM yontiscban 

P^Lto kl ° niert - DieSer VektM aen lac Z 

Proctor, erne Ribosomenbindungastelle (rbs, , das „13 origin 

2; ^^-^uanz zur Sekretion ins Periplasm, ain 
^Picrllrn-Raaiatanzgan und eine Klonierungakassette, „ an 
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das C-terminale Ende des srw m-i*. 

ff . . 3 SCFv mit ein Hexa-Histidin-Tag 2ur 

effxzienten Aufreinigung und e j n „ 

2. Bakterielle Expression und Aiif^-ir,-; 

una Aufreinigung der Core-l 

spezifischen Multibodies 

Die Antikorperfragmente aus Beisr>i<*l i * ^. 

. aeispiel l wurden in Escherichia 

coli exprimiert und auf crerein-i of it- — 

amgeremigt . Hierfur wurde das 

slefctroko.petente s. co ii transform und uber Kacht in 2xTy 
« -*» do g Hefeextrafct, 16 g Trypton , 5 g ^ * 
OO^g/.* ^iciiiin fcuibiviert. Diese Kultur ^ 1;loo J 
2XTY Med,™, den xoo „g /ml A^i^ ^ % 
« *ugeset« VS rdunn t una bei 37 „ c inkubierti Ms 

~- ^ ErreiCht " ar - "»* ^tur 2 ur 

Induktxon 1 mM IPTG zuqesetzt »«h ^ a u . 

9 Setzt und diese bei 25<>C weitere 5 h 

T . Bakterien m zentrifugatlon J 

4000xg fur 20 nan geemtet, das Zellpellet in TES Puffer (30 
■ — a. aun auf Eis i nk ubiert. ^^^^ ^ , 

SUSPenSi0n "* » — *uf 2 

DUr ° h ZMtrif ^ ati - "ei 4000 x g fur 60 ain wr de 
dann dre Periplas^afraktion ge W onnen und uber Nacht bei «. c 

IT Bi "7 9SPUffer <5 ° "» ^°^tpuffer. pH 8.0, 300 « 
Naci 10 Imidazol) dlalysiert D . e 

Perr i „ enthaltenen ^^^^ ^ 

C - ten " inalen His -Tags durcb Metaliionen- 

F rT:; a r d teCW aUfSSre — • aial y sier t e 

Praktron auf dxe vorner mit Bindungspuf f er a^uiiibrierte Saule 

und It Wascbpuffer („ Pb OS pna t puf f er. p„ a.o. 3 00 
- »ad, 30 X„ida Z ol, die nicbt bindenden Proteine von der 

—den die antiicarperf rag.nente 
-t Blutronspuffer (so m Pnospbatpuf f er. p„ a.o, 300 M , 
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00 » eluxert. Biases Au fr einigang S p rotokoll ^ 
Hxsfd \ SPe2lflSChen ^t iM rp erfra9mente mic Hexa .. 

single chain Antikflrpem au S Beispiel 6 . can 

3. analyse der Core-1 apeziziscnen Hultinodiea i. z=Pv Format 
mit unterschiedlichar Linkerlange im EMSA 

^Itibodies It den ^inoeauresegnenzen SEQ ID H0 . „. 96 97 

n' H 9 !" 0 ' 101 '. 103 ' ^ «*" — 

». T t eXP " miert — die ^-iplas-naf^ionen gewonnen. 

*r (lmg in lml Bi . asst . H20) _ portlonie 

in Z »~ —en. wu.de eine Verdunnung von 5 ,g /ml 

x- PBS nergestelit. Davon ^ , «^ 

I Na ° ht 4 ° C *- nichsten Tag 

»urde dxe Testplatte rtt PBS/0 , 2% Tween 3x 9 

AnschlieSend wurden mlt 2% BSA i„ 3^-aschen. 
„• .= BSA xn PBS unspezifische 

Bxndnngas^ien blocki e rt nnd so der ^eiiigen 1 

^tionl a V ! rS ; hledenen Verdunnungsacnritten verdunnten 
Frafctxonen aufgetragen und a h bei 37 . C infcubiert. H ach drei 
Waschschritten mit pss/n „ 

apezifi aeh r BS/ °' 2 * TW8TO Nachweis der 

spezxfxsch genundenen Antifcorperkonatrukte ala z„ext- 

2T s 7l — -ppe lter an ti -Hxa .ag-AntiJrPer 
axngesetzt. Zum Nachwels das - 

ertolgte erne Farbrealct- •} 

r^oreajction mit TMB (3 3- c = - 

Tetramethylbenzidine) . N ach m M - «. " 

C 9 2 ' 5N H2S ° 4 ^ St °PPt- Die Messung erfolgte 

DuaX IT Mikr ° tite ^— npnotcneter rait Pilter 450nm ^ 

2 ^T d gegen einen Ref — 630nm . Das Ergebnis ist 

fLT 9 3 dargSStellt - - hrittweis e 

besteV:.T er Erh6hUng B±ndUng - Asialog lyk op h o rin . Die 

besten Bmdungse.genscnaf ten zeigen die Varianten mit der SEQ 
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ID NO. 104 und 105. Diese multivalent en Konstrukte im 
Dia/Triabody Format sind bevorzugte Ausf uhrungsf ormen der 
Erfindung und sind aufgrund verbesserter pharmakokinetischer 
Eigenschaften fur die Tumortherapie von Vorteil. 

5 

4. Klonierung der Vektoren zur Expression chimarer Core-1 
spezifischer igG und IgM Antikorper 

Das Ncol/Xhol DNA Fragment aus dem scFv Vektor, das fur die V H 
10 kodiert (Abb. 4), wurde in den Ncol/Sall geschnittenen BS- 
Leader Vektor kloniert . Der BS -Leader Vektor enthalt eine 
Klonierungskassette zur Einfuhrung der T-Zellrezeptor 
Signalpeptidsequenz an das S'-Ende sowie einer Splice-Donor- 
Sequenz an das 3 --Ende der Sequenzen der variablen Domanen 
15 (Abb. 4). Die V L -Sequenz des entsprechenden Antikorpers wurde 
mit spezifischen Primern zur Einfuhrung der Ncol-Schnittstelle 
. am 5'-Ende und der Nhel-Schnittstelle am 3'-Ende in der PGR 
unter Verwendung der scFv Seguenz als Templat amplifiziert und 
nach Ncol/Nhel Verdau in den gleich verdauten BS-Leader Vektor 
20 kloniert. Danach wurde jeweils das Hindlli/BamHI Fragment aus 
dem BS-Leader Vektor in den entsprechenden eukaryontischen 
Expressionsvektor kloniert. Diese Vektoren ( P EFpuroCylV H , 
m pEFpuroC/iV H und pEFneoCKVj enthalten den EF-la-Promotor und 
Fden HCMV-Enhancer, das SV40-origin, das BGH- 

Polyadenylierungssignal, das Puromycin-Resistenzgen im Vektor 
fur die schwere Kette und das Neomycin-Resistenzgen oder das 
Dehydrofolatreduktase-Gen im Vektor fur die leichte Kette 
sowie die genomischen Sequenzen der humanen konstanten yl 
Region oder /x Region far die schwere Kette bzw. der humanen 
konstanten k Region fur die leichte Kette (Primer zur 
Amplifizierung aus genomischer humaner DNA und Vektorkarte 
siehe Abb. 4) . 
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5. Eukaryontische Expression Core-1 spezifischer chimarer IgQ 
und IgM Antikorper in CHO Zellen und deren Aufreinigung 

2ur Expression der chimaren Antikorper cIg G -Karo4 bestehend 
aus den Sequenzen SEQ id no. m un d 113 ^ CIgM . Karo4 
bestehend aus den Sequenzen SEQ id NO. 112 und 113 wurden 
CHOdhfr- Zellen (ATCC-Nr . CRL-S09S) mit einem Gemisch der 
Vektoren fur die schwere und die leichte Kette (l :3 ) durch 
Elektroporation ( 10 - Zellen/ml, 500 V, 50 cotransf iziert 

und xn Selektionsmedium (CHO-S-SPM n Medium. (Life 
Technologies), HT Supplement (Biochrom) , 400 Mg /ml G418 5 
«j/ml Puromycin) 2 Wochen kultiviert. Nach 

Exnzelzellklonierung in einer 96-Loch-Platte wurden die 
Uberstande im ELISA (Asialoglykophorin als Antigen, anti human 
Pcyl- POD gekoppelt bzw. anti human Fc5 M - POD gekoppelt 
(Dianova) als Sekundarantikorper) getestet und der Klon mit 
der h6chsten Antikorperproduktionsrate selektioniert (ca 0 5 
/ig/10 6 Zellen/24 h) . ' 

Zur Antikorperproduktion wurden die stabil transf izierten, den 
chimaren i gG bzw . IgM se kretierenden CHO Zellen in 
Spxnnerflaschen in CHO-S-SFM 11 Medium, erganzt durch HT 
Supplement, kultiviert, bis eine Zelldichte von ca 1 x 10 s 
Zellen/ml erreicht war. Nach Abtrennung der Zellen vom 
Zellkulturuberstand durch Zentrifugation (400xg, 15 min) wurde 
der chimare Antikorper unter Verwendung einer Protein A - 
Saule (HiTrap rProtein A PP, Amersham Pharmacia Biotech) fur 
den chimaren ig G bzw . einer anfc . ^ ^.^^ 

Affinitatssaule auf gereinigt . Die durch pH-Sprung eluierte 
gereinigte Antikorperf raktion wurde.- unter Verwendung von 
Centriprep-zentrifugenrohrchen (cut off 50 kDa, Millipore) in 
PBS umgepuffert und auf konzentriert . 

*• Angleichung der Sequenz der Core-1 spezifischen 
Antikorpersequenzen an humane Keiiubahnseguenzen 
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Fur die Angleichung der Core-1 bindenden Antikorpersequenzen 
an humane Sequenzen wurde in der Datenbank humane r 
Keimbahnsequenzen nach homologen Sequenzen gesucht und unter 
Verwendung der humanen Consensus- Sequenzen und den 
Erkenntnissen der kanonischen Struktur humaner Antikorper 
wurden humanisierte Core-i-blndende Sequenzen entwickelt. Fur 
die variable schwere Kette diente die humane Keimbahnsequenz 
VH1-46 als Vorlage, fur die variable leichte Kette ' die Sequenz 
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Die humanisierten V H bzw. v L Sequenzen SEQ ID NO. 56 bis 79 
bzw. 85 bis 94 wurden mit Hilfe der gene assembly PGR (single- 
overlap extension PGR) hergestellt. Die PGR Reaktion erfolgte 
nach folgendem Schema: erste Denaturierung 94-C fur 2min, dann 
30 zyklen Denaturierung bei 94<>c fur 45 sec, Annealing bei 
55o C fur 45 sec und Elongation bei 7 3 o C fur 1,5 min und am 
Ende einen Elongationsschritt bei 73 °C fur 7 min. 

Die so hergestellten V H und V L Ketten wurden mit den Enzymen 
20 Ncol und Xhol bzw. HotI und Xhol geschnitten und zur 
Seqeunzierung in einen Klonierungsvektor (pLitmus 2 8 bzw 
pBluescript KS) kloniert. Die richtigen V H und V L Ketten wurden 
anschlieEend emeut amplif i zie rt , urn am 3 '-Ende der V„ und am 
S'-Ende der V L eine Bbsl Schnittstelle einzufugen, urn daruber 
» die V H und die V L mit nur einem Alanin als Linker zu 
verknupfen. Nach der Ligation wurden die kompletten scFv (die 
Ligationsprodukte) unter Verwendung der f lankierenden Primer 
amplifi 2ie rt und in einen bakteriellen Expressionsvektor 
kloniert . 

7. Spezifitatsanalyse der Core-1 spezifischen Erkennungs- 
molekule im ELISA 

Als Antigene wurden verschiedene Kohl enhydr at -PAA-Kon jugate 
(Synthesome) und Glykoproteine verwendet: Asialoglykophorin 




(AGP) , Glykophorin (GP) und Asialof etuine (Sigma) ; die PAA 
(Poly[N- (2-hydroxyethyl) Acryl amid ) -Kon jugate : GalSl- 

3GalNAcal-OC 3 H 6 NH-PAA und GalSl-3GalNAcal-p-oc 6 H 4 NH-PAA als 
Core-1 (alpha-Anomer) Konjugate mit unterschiedlichen 
Linker langen, Gal£l-3GalNAcSl-OC 3 H 6 NH-PAA als beta-Anomer des 
Core-1, Galal-3GalNAcal-OC 3 H 6 NH-PAA und Galal-3GalNAcEl-OC 3 H 6 NH- 
PAA als weitere Stereoanomere des Core-1, die Core-2 Struktur 
Gal61-3 (GlcNAcSl-6)GalNAcal-0C 3 H 6 NH-PAA und die Derivate 
GalNAcal-OC 3 H 6 NH-PAA, Neu5Aca2 -3GalSl - 3GalNAcal -OC 3 H 6 NH- PAA, 

GalSl-3 (Neu5Aca2-6) GalNAcctl-OC 3 H 6 NH-PAA, GlcNAc£l-2GalSl- 
3GalNAcal -OC 3 H 6 NH- PAA, Gl cNAcal - 3GalSl - 3GalNAcal -OC 3 H 6 NH- PAA, 

GalNAcotl-3GalSl-OC 3 H 6 NH-PAA und 3 * -O-Su-GalSl-3GalNAcal-0C 3 H s NH- 
PAA. 

Aus den jeweiligen Stammlosungen (lmg in 1ml Bi-dest .H 2 0) , die 
portioniert bei -20°C aufbewahrt werden, wurde eine Verdunnung 
von 5 /ig/ml in PBS hergestellt. Davon wurden 50/zl/well in eine 
Mikrotiterplatte (NUNCLON-TC Microwell 96 F) pipettiert und 
die Testplatte 1 h bei 37 "C und uber Nacht bei 4°C inkubiert. 
Am nachsten Tag wurde die Testplatte mit PBS/0,2% Tween 3x 
gewaschen. AnschlieSend wurden mit 2% BSA in PBS unspezif ische 
Bindungsstellen blockiert und 50 /xl des ersten Antikdrpers 
aufgetragen (chimarer IgG bzw. IgM: gereinigt 0,1 /ig/ml in 
PBS/0,1% BSA oder unverdunnter Kulturuberstand produzierender 
CHOdhfr- Zellen; Multibodies: 10 /xg/ml in PBS/0,1% BSA). Nach 
drei Waschschritten mit PBS/0,2% Tween wurden zum Nachweis der 
spezifisch gebundenen Antikorperkonstrukte die entsprechenden 
Zweit-Antikorper, Peroxidase -gekoppelt , eingesetzt (ein anti- 
Maus bzw. anti -human Fcyl bzw. p -Antik6rper fur die ganzen 
Antikorper, ein anti-His ■ Tag-Antikorper fur Multibodies). Zum 
Nachweis des gebundenen sekundaren Antikorpers erfolgte eine 
Farbreaktion mit TMB (3, 3 ',5, 5"- Tetramethylbenzidine) . Nach 
15 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 2,5N H 2 S0 4 
abgestoppt. • Die Messung erfolgte mit einem 
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Mikrotiterplattenphotometer mit Filter 450nm im Dual-mode 
gegen einen Referenzf liter 630nm. 

Representative Ergebnisse sind in den Abbildungen 5 und 6 
dargestellt . In Abbildung 5 sind zwei Erkennungsmolekule mit 
variierenden Loop-Sequenzen im IgM- Format verglichen. Die 
Antikorperkonstrukte mIgM-Karo2 (SEQ ID NO. 107 und SEQ ID NO. 
109) und mIgM-Karo4 (SEQ ID NO. 108 und SEQ ID NO. 110) binden 
hochspezifisch an das Antigen Core-1, bevorzugt an das alpha - 
Anomer GalEl-3GalNAcoc und schwacher an das beta-Anomer GalSl- 
3GalNAc£. Die erf indungsgem&Een Erkennungsmolekule konnen auch 
nur das alpha- Anomer Gal£l-3GalNAca oder beide Anomere GalSl- 
3GalNAca und Gal£l-3GalNAc£ in gleicher Weise binden. 
Zusatzlich bindet mIgM-Karo4 die Core-2 Struktur Gal El - 
3(GlcNAcSl-6)GalNAca. Alle anderen getesteten 

Kohlenhydratstrukturen, auch strukturell stark verwandte 
Struktureh werden durch . die hier beanspruchten 
Bindungsproteine nicht erkannt. Als Core-1 tragendes 
Glykoprotein zeigt AGP ein starkes Signal mit beiden 
Varianten, wobei das ebenfalls Core-1 tragende Glykoprotein 
Asialofetuin deutlich starker mit der Karo2-Variante reagiert, 
was sehr wahrscheinlich mit der unterschiedlichen Core-1 
Dichte in beiden Proteinen zusammenhangt . Abbildung 6 zeigt 
das Spezifitatsmuster der beispielhaft ausgewahlten 
humanisierten Erkennungsmolekule Karoll (SEQ ID NO. 56 und SEQ 
ID NO. 90), Karo21 (SEQ ID NO. 59 und SEQ ID NO. 90) und 
Karo38 (SEQ ID NO. 69 und SEQ ID NO. 90) mit variierenden 
Gerustsequenzen im scFv- Format mit einer Aminosaure als 
Linker. Auch hier zeigt sich das gleiche Spezifitatsmuster, 
wie in der Definition der Core-1 ■ spezifischen Bindung im Sinne 
der Erfindung beschrieben (siehe oben) . 



Die spezifische Bindung der verschiedenen bevorzugten Formate 
und Kombinationen im ELISA, beispielhaft an AGP, GP und/oder 
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GalSl-3GalNAcal-0C 3 H 6 NH-PAA, ist in den Abbildungen 7 a bis e 
dargestellt . 

8. Immunhistologisclie und immunzytologische Farbungen 

Fur die immuiihistologischen Farbungen wurden Gef rierschnitte 
entsprechender Gewebeproben luf tgetrocknet . und mit 10% 
Formaldehyd in PBS 15 min fixiert. Zur Reduktion der endogenen 
Peroxidase-Aktivitat wurden die Schnitte mit 3% 
Wasserstoffperoxid in PBS behandelt und nach Blockierung 
unspezifischer Bindungsstellen mit praabsorbiertem 

Kaninchenserum an Neuraminidase-behandelten Erythrozyten mit 
einem Core-l spezif ischen Primarantikorper inkubiert . 
AnschlieSend wurden die Praparate mit einem entsprechenden 
Sekundar antikorper (anti-Maus bzw. anti-human IgG oder IgM, 
POD gekoppelt) inkubiert- Die Farbreaktion erfolgte unter 
Verwendung des Peroxidase- Subs trats Diaminobenzidin und die 
Gegenfarbung mit Hematoxylin. 

Das beispielhaf te erf indungsgemaSe Erkennungsmolekul mlgM- 
Karo4 reagiert nur mit sehr wenigen Strukturen im 
Normalgewebe . Diese befinden sich aber in fur einen Antikorper 
nicht zuganglichen Bereichen (Tabelle 3) . 

Tabelle 3: Reaktion von humanem Normalgewebe mit dem Core-l 
spezif ischen Antikorper mIgM-Karo4 

Gewebetyp Reaktivitat 

Epidermis - Basalmembran negativ 
Magen 

Foveola Epithelium negativ 

Fundusdrusen negativ 

Korpusdrusen negat i v 

Colon Mucosa negativ 
Milz 
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Trabeculae lienis 
Retikularzellen 
Lympho zy t en 

Endothelium 

Prostata 

Leber 

Hepatozyten 

Kupffer-Zellen 

Gal 1 enwege 
Lymphknoten 

Lympho zy t en 

Re t ikul ar z el 1 en 
Gallenblase 
Nebenniere 

Nebennierenrinde 
Nebennierenmark 

Blase 
Herz 

Bauchspeicheldriise 
Drusengange 
Azini 

Langerhans-sche Inseln 



negativ 
negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

negativ 
negativ 
negativ 

negativ 
negativ 
negativ 

negativ 
negativ 
negativ 
negativ 

positiv 
negativ 
negativ 
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dass die Core ;°: D Kar f — -ten in Tabelle 4 zeigen , 

Indikation 2U Indikation ^ e ::^^- — . - 

- R6aktion von h _ Tumorgewebe ^ 

spe Z1 fi schen Antikorper mIgM-Karo4 
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Gewebetyp 

Colonkarzinom 

primares Karzinom 



Reaktiyitat 

31/52 
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Lebermetastasen 2 0/22 
Iiiingenkarzinom 

GroEzelliges 3 / 8 

Bronchoalveolar x/l 

Adenokarzinom 6/e 

Blasenkarzinom 5 / 9 
Magenkarzinom 

Intestinaler Typ 8 / 8 

Diffuseer Typ 3 / 3 

Prostatakarzinom 9/9 
Mammakar z inom 

Intraductal /ductal 8 /l0 
Schwach differenziert 2/5 

Muzinoses 1/;L 

Schilddrusenkarzinom 0 /io 
Nierenkarzinom 

Klarzelliges 4 / 9 

Transitionalzelliges 2 /5 

Zervikalkarzinom l/ 2 
Ovarialkarzinom 

Adenokarzinom 2/2 

Endometrioide 2/2 

Teratom 2/2 

Glioblastom 0/3 

«* JU. Entwicklung einea Maus-TuaorModell* wurden 



Xenotransplantaten handelt 



Farbung ernes Xenotransplantat-Praparats mit dem 
zpezifischen Antiktep.,. c IgG-Karo4. 

35 TZ „ dl " 1 "™» t «*«Wi«*« Farbungen mde dle 
35 Immunfluoreszenz eingesetzt r>= <=,-,,- „ 

gesetzt. Dafur warden die entsprechenden 
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Zellen auf objekttTiger angetrocknet und mit 5%~ P ormaldehyd 10 
m fiXiert " KaCh Blockierung unspezif ischer Bindungsstellen 
BSA ,1% in PBS, wurden die Zellen mit de» Primarantik6rper 
rnkubrert. AnscblieEend wurde 3 mal mit PBS ge W ascben und ^it 
dem entsprechenden fluoreszenz-markierten SekundarantikSrper 
(anti-„aus Oder anti-numan IgG bz W . IgM fur gan2e tatlkaip „. 
anti-«v=-Tag Oder anti-His-Tag Antikerper far die single chain 
AntrkSrperfragmente, inkubiert. Nacn .nebrmaligen Waacnen mit 
PBS wurden die zellen in Mowiol eingebettet. 

Es wurden versohiedene Zelllinien Mit Core-1 spezifiachen 
Erkennungsmolekulen in der i™unf luoreszenz getestet. Bine 
Re.be von TuMorzelllinien und auch einigen LeukaMie-Zelllinien 
reagieren positiv (Tab. 5 und abb. 9) 

labelle 5= Reaktivitat verschiedener Zelllinien mit den Core-1 
spezifiachen Antikorpem mlgM-Karol bzw. mIg„-Karo4 



Zelllinien 


Reaktivitat 


KG-l 


positiv 


ZR-75-1 


positiv 


T4 7D 


ipositiv) 
wenige Zellen 


U266 


negativ 


USI78 


positiv 


HT29 : 


positiv 


HCT116 


negativ - 


HepG2 


negativ 


K562 "~ 


negativ 



Abbrldung s zeigt oeispielhaft eine Fluoreszenzmarkierung von 
ZSXlen ' Slner akuton ^loiaohen LeukSmie-Zelliinie. mit 
versobiedenen Antikarperkonstrukten, einem m uri„en IgM und 
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zwai scBV-Antikorpam mit untarschiadlichar Unkarlanga (SEQ 
ID NO. 95 Mit 18 A^inosiuran und SEQ ID NO. 104 mit ainar 
Ammosaure als Linker) an Q ^ 

, L"*er). Alle drai Konstrukta zaigan eine 

spazifrsche Earbung der Tumorzalllinia. ^ ^ monovalente 
Antikoxperfragmant SEQ* id no . - 95 das schwachste signal 

9. Cnal.tisiarung una radioactive Markiarung „on Autikorpern 
und Antikorperfragmenten 

D^cb .Conjugation ^ „ den tatlk6rper ^ ^ 

Multibody mit dar saouanz SEQ ID no . 104 e±n Cnelator 
™ e n. dar dla Bindung ainas Eadiometalls ^a^t. M s 
Cbalatoran taen die kommarziaHan Produkte dar Eirma 

r;rr <Daiias - p-^^. 

ai-sthylenatriaminepentaacetic acid ( p- SCK -Bz-DTPA> und p. 
isotbiocyanatobanzyl -1, 4. 7. 10-tetraazacyclododecane-l, 4 7 10- 
tatraacatlc acid (p-BCN-Bz-DOTA, zum Einsat2 . Belde 
eignan sicb ZU r Kopplung an Antikorpar zu deren 
Radioaktivmarkiarung [Brachbial at al., 1986; Kozak at al 
1989; Stimmel et al., 1995]. 

Die Konjugation arfolgta dU rcb Eaaktion dar 

isothiocyanatgruppa das Chalatorz mit einer freien 
Aminogruppa dar Aminosaura L y S in a. Antikorpar. Es antetabt 
erna kovalanta N-C-Bindung zwischan cbalator und Antikorpar. 

Der gareinigte AntikSrper bzw d= = 

»„,-•, - , das gereinigte 

Antikorperfragment muB zms-h,,. f „ _ 

zunacnst in Kopplungspuf far pH 8 7 

™it e rlt fert h -; rden - HiSrZU einS — "-«icn in ainar 

Flltrationsnulsa (Cantriprep VMSO' (Amicon, , durchgafunrt . Dias 
arfolgta durcb mabrmaliga Vardunnung mit lo-facbam Volumen und 
LntIL " dUrCh Sine ^—r — gr SEe durcn 

*22 T DadUr ° h • PBS *»* *» a^aliacnan 

Kopplungapuffar (o.os „ Natrium- carbonat. ' 0 ,1 5 „ 
Natrrumchlorid, pH 8,7) arsatzt. 
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S Z n ChelatiSierUnS ■* den nifunfctionellen Cheiatoren p- 

Chelat^erungsreaJction wurden Protein (1 . 1Q 

a. DMSO/Kasser so g e.i«, dass ein molarer d£s 
Chelator ^ieiatet war . Es £olgte eine lnfcubatlon 
«xscnun g von lh bei „. c . tadfllu^ TOrde nicht gebundener 
plater durcn Oltraf i ltrat ion ira gleichen Gef4s , ^ 
■«0. WM, e^ennt una „ie ooen fcesenrieben in „e ^ 

^ oak ^ klerung notwendigen Beladungspuffer ; ; ur 

«.» „ Katriu.acetat, 0fU „ Hatriunolor P ld , ^ 
4.2). Bxa Proteinkonzentration wa nrend und nach diesen, Scnritt 
wurde wieder au f l-10m g /ml mit Biif. • 

15 son™ • e elner nv-Jtossuna bei 

^ 280nm exngestellt. 

fLeT",- Be<Un9Un9Sn die ^elatisierun^reaktion Z u 

fxnden. dle eMe Radiomarkierung ^ ^ 

onna dessen Bioektivitftt wesentlich 2 u Mindern. 

LT a da? lati : ier r toti]C6rPer ™ rde -d^ataxx 
Be\a d un' T Radi0 " toti ^- — 3t „urde. Zur 

Be de I! 1S ° tOPe Atrium ^endet. 

Bexde heben cnemisch und physikochemisch ver g leicnb a re 
B^ensc^ten und W erden durcb d en c hela tor ale dreiL^a 
xonan geb undan ^ . ^ ^ 

ant^orper ist ain »- Strall e r und wird in der ^ inlk zur 

individuellen Dosisfindung fur den p.- • * 

. „ den Pa tienten verwendet, 

wehrend "yttrium ain p-strahler ist H.-, 

„,„„,. , W ramer ist, der therapeutisch zum 

erfolof n ^ndet. Dxe Lxeferung des Radiometalls 

erfolgt in salzsaurer Losung. Diese *«t«hi T 

»"y. JJiese InCl 3 Losixng wurde 




0 
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^achst kurZ3eitig auf eine Hcl . Konzentrat . on 
gebracht. taschlieSend ™ rde mlt ^ 

riT Che flktlVit4t 8 °- 320mC ^ — a-on ein 

Al^ot ™ Elnb au in den chelatis . erten totlk6iper verwena 

IT Z 2U9eSSbSne VOlUmen HC1 " SaUrer g leic h 
«- Volumen der vorgelegten Anti^rperlSsung „ 
Kopplun 3 spu«e r pH 4. 2 sai n sollte . die pH _ stabili 9 t4t 2U 

gewanrleisten. InXufcationsdaue, „ ar lh bel 37 „ c J" 
gelegentlicnem vorsichtigem Mischen. 

Im Anschlufi daran wurde der *"M 1-=,-. • 

Filtereinsatz wieder in di» 
^rationalise eingese t2t md wie oben ^ 

-gepu«e rt . Dabei erfolgte eine Trenmmg hochmolekui ^ 
radxcaktxv totlkarper ^ ~ 

Ouant, £i2iarung des Einbaus _ ^ ^ ^ 

STt0lSte *"">**™°graphisc„. Die 
Einbaurate des Radiometalls leg bei 70-»9» „ * ■ 
Radioaktivitat. " e:Ln 3 eset ^en 



10. Nachweis des Core-l #-4 

_ a , rS 1 P ° Sltlven - sekretorischen MUC1 im 

Sandwich-ELISA 

Core-l positives, sekretorisches MUC1 karm i m « „ • 

na^v,^ • Kann lm Sandwich- ELISA 

nachgewiesen werden. Dabei dient ™ T ™ 

Antikfir-^^ -, • dient em muci spezifischer 

Antxkorper als Fanger-Antik6rper von MOC1 und ein Core-l 

ZZTT Ant±k6rPer ™ — Core-! Antigens. Ein 

drxtter En 2ym - oder Fluoreszenz-gekoppelter Antikorper muss 
^ Detekt±0n dSS ^itantik6rpers eingesetzt werden. 

Als Beispiel wurden die fiberst-Sr.,^ „ • 

stande zweier Tumorzelllinien 
analysiert (K562 und T47D) Die *r-^ • '. U 

, „ /U '- Dle Ergebnxsse sind in Tabelle 6 

darges.tellt . io s Zellen „„„ -, & 
ausaesat * . Pro.-.ml . Zellkulturmedium. wurden 

ausgesat 4 Tage onne Mediu^wechsel kuXtiviert, anscnlieSend 
Alxquot abgenoxnxnen und der Zellkulturubersta^d durch 
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Zentrif ugation vom Zellpellet getrennt. 50 /xl dieser 
Gberstande wurden unverdunnt im ELISA eingesetzt . Der anti- 
MDCl-anti-Core-i-Sandwich-ELISA wurde dur chgef uhrt , indem die 
Mikrotiterplatte mit dem Fanger-Antikorper (1 ng/ml) in PBS 
fiber Nacht bei 4 °C beschichtet wurde. - Es wurden drei 
verschiedenen Konzentrationen <ies Antikorpers fur die 
Beschichtung getestet (1 pig/ml, 2 fig/ml und 4 /ig/ml) . Die 
Beschichtung mit 1 jig/ml erwies sich im Sandwich ELISA als am 
empfindlichsten. - AnschlieSend wurden die beschichteten 
Platten zweimal mit PBS gewaschen und 1,5 h in 5% BSA, 0,05% 
Tween 2 0 in PBS bei Raumtemperatur blockiert. Der 
Blockierungspuffer wurde entfernt, die Platten emeut einmal* 
mit 0,1% Tween 20 in PBS (Waschpuf f er) gewaschen, die Proben 
dazugegeben und 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Als 
Negativkontrollen wurden das Zellkulturmedium oder 2% BSA in 
Waschpuf fer (Verdunnungspuf f er fur Zweitantik6rper) verwendet . 
Eine Positivkontrolle stand nicht zur Verfugung. Nach 
dreimaligem Waschen erfolgte die Neuraminidase Behandlung in 
den dafiir vorgesehenen Wells. Zu diesem Zweck wurde die 
Neuraminidase-Losung (DADE Behring, Deutschland) in 
Immidazolpuffer (0,68 g Immidazol, 0,19 g CaCl 2 und 0,4 g NaCl 
in 100 ml H 2 0, pH 6,8) 1:5 verdunnt und 50 /il/well 30 min bei 
3 7 °C inkubiert. Als Kontrolle wurde der Imidazolpuf f er ohne 
Neuraminidase-Losung in einem entsprechenden Well inkubiert. 
AnschlieSend wurden die Wells dreimal gewaschen und der mlgM- 
Karo4 Antikorper zum Nachweis des Core-1 Antigens in einer 
1:500 Verdunnung in 2% BSA in Waschpuf fer dazugegeben und eine 
weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach emeutem 
dreimaligen Waschen folgte die Zugabe eines Peroxidase - 
gekoppelten anti Maus IgM(/x) Antikorpers (Dianova). 1:5000 
verdunnt in 2% BSA in Waschpuf fer und eine Inkubation von 1 h 
bei Raumtemperatur. AbschlieSend wurden die Platten zweimal in 
Waschpuf fer und einmal. in PBS gewaschen. Die Earbereaktion 
erfolgte in 25 mM Zitronensaure, Phosphatpuf f er pH 5,0 mit 
0,04% H 2 0 2 und 0,4 mg/ml o- Phenyl endiamin (Sigma) im Dunkeln 
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2 5 mPSratUr ' Fartreakti - «*- Zugabe von 

^ be, 4 92 m mit elnem Referenzfilter von 

vermessen. 
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Tabelle 6: Analyse von Cor-« t 

* von Core-l posxtivem mj C 1 ± n 

Kulturuberstanden zweier Zelllinien mit und ohne 

Neuraminidase Behandlung im Sandwich EL ISA 



1 ZelUinie 


Signal 




- NeuAcdase 


+NeuAcdase 


| K562 






| T47D 1 + 





15 
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Leqende zu dem aH bildnnrr or, 

Sequenzen der Linker 



Abb. la: 



Abb . lb : 
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Abb. 2: 



Abb. 3: 
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m den verscbiedenen 
Multibody single chain Antikorperf ragmenten. 

Klonierungsschema 2U r Herstellung von single 
chaxn Antikorperfragmenten mit unterschiedlicher 
Linker lange. 

Vektor zur Klonierung und bakteriellen Expression 
von single chain Antikorperf ragmenten. 
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Analyse von Multlbodies 1m soPv Format ^ 
uatersclUadHoher Unkerlange in BLISA. 

Muitibodies mit d en to ino S au r ese q ue„ 2 en SEQ ID „0. 9 5. 96 . 97 

E I" 0 ' 101 '. 103 ' 104 ^ 105 wie — — ^ 

«- Antxgen fur den ELISA Test wurde Asialo glyk opho r i n , ein 
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Core-X tragendes Glycoprotein, exngesetzt. Elne schrittweiee 
bxnfcer^rttirzung ftlhxt zu eiaer ^ b 

Azxalo glyk opnorxn. Die bes ten BindungseXgenscnatten zeigen ale 
Varxanten nit der SEQ „ N0 . X04 una xo 5 . Di ese zzxXtlvalenten 
Konstrufcte im Dia/Triaboay Pormat sin<J bevor 
Ausfuhrungsformen der Erfindung. 

4: Vektorsyste* ZU r Klonierung ^ d eukaryontischen 

Expression von chimaren Antikorpern i m i gG1 oder 
XgM- Format. 

Abb. 5 and 6= Spezifitatsanalyse im EI.XSA. 

£nl " Urden VerSOhiede - Glyfcoproteine and 

Kohlenbydrat-PAA-KonJugate verwendet. AsiaXoglyfcopnorin tll , 

r« Tr n ' ASlal ° fet ^ '« •• ^-SalHAccl-OC^-PA* 
MI, ^x^HAcal-p-oc^-PA* t5J ; .aicl-aoalNAccl-^H.-H- 

oThJT GalE1 - 3GalHAcE1 -° C *»H-^ W, Galax- 3GalNAcEX- 
Oa Nfl ! 0CjH6HH . pfta [10J ( Neu5aca2 _ 3G a 1E1 -3 GalNacc<l . OC3HtNH . pfiA 

!^ t HeU5ATO2 " 6)GalNflCKl -° C3H6MH - PAa 1121 ' GlcNAcfil- 
"-Ul-^^W.^ I13] , GlCAcal-SGalsx^GalaAcd- 
OC^- PAA IM1 , G a 1Nftcal -3 Gal61 . OC3H , NH _ pftA risJj md 3 ,_ Q 
Gal B1 -3 G al Nacal -oc J H sH H- PAft tl6J . M . Kontrolle 

verwendet. Xn Abbildang s warden z Wei Ant ik orper im IgM . Format 

«* unterschxedlicber CDK-Segnenz-Zusa^ensetzung elngezetzt. 
Abbxldang , zeigt das Spezif ltatsmuster von ^ 

Erkennungsmolekulen im scFv- Format m > 
Gerustsequnezen. ^ 

Spezifizche Eindnng verzcbiedener be^orzagtar 
Formate and Kombinationen erf indnngzgemaBer 
ErkennangszwlefcaXe im ei.x SA , beiepielbaf t an dea 
Antigeaen AGP, G P aad/oder Oore-X-PAA (GaXJSX- 
3GaiNAcaX-0C 3 H t »H.-PAA) . 



Abb. 7 1 
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Abb. 8: 



Unmunhiftocliemische Farbung von Zenotransplantat- 
Praparaten. 
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Humanes Colonkarzinomgewebe wurde au£ Nacktmause 
transplantiert und nach Erreichen einer bestimmten GroSe 
passagiert. Das Tumorgewebe wurde eingebettet und geschnitten 
und fur immunhistochemische . Parbungen eingesetzt. in a) wurde 
das Gewebes mit dgG-Karo4 als Primarantikorper und einem 
anti-human Fey Antikorper - POD gekoppelt als 
Sekundarantikorper markiert. Die braune Farbung kennzeichnet 
die Core-l-positiven Strukturen. 



Abb. 9: 



Fluoreszenzmarkierung von Zellen dex 

TumorzelXlinie KG-1 mit verschiedenen Core-1 
spezifiscnen Erkennungsmolekiilen. 
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Seouenzew 



CDR Seguenzen 




SEQ ID NO. 1 

SEQ ID NO. 2 
SEQ ID NO. 3 



NYWLG 

DIYPGGGYTNYNEKFKG 
DIYPGGSYTNYNEKFKG 



SEQ ID NO. 4 
SEQ ID NO. 5 
30 • SEQ ID NO. 6 



YDAAGPWFAY 
YDAAGPGFAY 
YDNHYFDY 
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SEQ ID NO. 7 
SEQ ID NO. 8 
SEQ ID NO. 9 



. RS S QS IVHSNGNTYLE 
RS S QSLLHSNGNT YLH 
KSSQSLLHSDGKTYLY 



SEQ ID NO. 10 



KVSNRFS 



SEQ ID NO. 11 



EVSSRFS 
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SEQ ID NO- 12 FQGSHVPYT 
SEQ ID NO. 13 SQSTHVPYT 

CDR Sequenzen, (canonical stmiot-^e vairxani-g) 




SEQ ID NO. 14 NYWIG 

SEQ ID NO. 15 NYWMG 

10 SEQ ID NO. 16 NYWWG 

SEQ ID NO. 17 NYWVG 

SEQ ID NO. 18 DIYPGGDYTNYNEKFKG 

SEQ ID NO. 19 DIYPGGNYTNYNEKFKG 

15 SEQ ID NO. 20 DIYTGGGYTNYNEKPKG 

SEQ ID NO. 21 DIYTGGDYTNYNEKPKG 

SEQ ID NO. 22 DIYTGGNYTNYNEKFKG 

SEQ ID NO. 23 DIYTGGSYTNYNEKFKG 

SEQ ID NO. 24 DIYAGGGYTNYNEKFKG 



20 SEQ ID NO. 25 



25 SEQ ID NO, 29 



30 SEQ ID NO. 34 



35 SEQ ID NO. 39 



DIYAGGDYTNYNEKFKG 



SEQ ID NO. 26 • DI YAGGNYTNYNEKFKG 

SEQ ID NO. 27 DIYAGGSYTNYNEKFKG 

SEQ ID NO. 28 RPSQS IVHSNGNTYLE 



RSSQSLVHSNGNTYLE 



SEQ ID NO. 3 0 RSSQSIVHSNGNTYFE 

SEQ ID NO. 31 • RPSQSLVHSNGNTYLE 

SEQ ID NO. 32 RPSQS IVHSNGNTYPE 

SEQ ID NO. 33 RSSQSLVHSNGNTYFE 



RPSQSLLHSNGNTYLH 



SEQ ID NO. 35 RSSQSILHSNGNTYLH 

SEQ ID NO. 36 RS SQSLLHSNGNTYFH 

SEQ ID NO. 37 RPSQS ILHSNGNTYLH 

SEQ ID NO. 38 RPSQSLLHSNGNTYFH 



RSSQSILHSNGNTYFH 
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SEQ ID NO. 40 KPSQSLLHSDGKTYLY 

SEQ ID NO. 41 KSSQSILHSDGKTYLY 

SEQ ID NO. 42 • KSSQSLLHSDGKTYFY 

SEQ ID NO. 43 KPSQSILHSDGKTYLY 

5 SEQ ID NO. 44 KPS QSLLHSDGKTYFY . 

SEQ ID NO. 45 KSSQSILHSDGKTYFY 

variabl e schware Ketten Am 

10 SEQ ID NO. 46 

Q^Q-kKESGAELVRPGTS VKI S CKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGD I YPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 47 

15 QVQLKQSGAELV^GTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGSYTNYNE 
KFKGKATLTADTS SSTAYMQLS SLTSEDSAVYFCARYDNHYFD YWGQGTTLTVS S 

SEQ ID NO. 48 

QVQLKQSGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
20 KFKGKATLTADTS S STAYMQLS SLTS FJDS AVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTTLTVS S 

SEQ ID NO. 49 

EVKXVESGAELWPGTSVXISCKASGYT^^ 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTSVTVSS 

25 

SEQ ID NO. 50 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLG 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTVSS 

30 SEQ ID NO. 51 

EVKiVESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGG^ 
KFKGKATLTADTS S S TAYMQLS SLTSEDS AVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTVS S 




SEQ ID NO. 52 

QVQLKQSGAELVRPGTSVKISCKASGY 

KFKGKATLTADTS S STAYMQLS SLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVS A ' 
5 SEQ ID NO. 53 

QVQLKQSGAELVRPGTSVKI S CKAS GYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDI YPGGGYTNYNE 
KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWPAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 54 

10 . QVTLKESGAELWPGTSWISCKASGYTFimWLGWVKQRPGHGLEWIG^ 
^ ^^^^■^^^^^TSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPWFAYWGQGTSVTV'SS 

SEQ ID NO. 55 

QVQLKQSGAELVRPGTSVKI S CK ^^GYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDI YPGGGYTNYNE 

FSVTVSS 




15 KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTf 



SEQ ID NO. 56 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWL 

KFKGKATLTADTS S STAYMQLS SLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVS S 

20 

SEQ ID NO. 57 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWV^ 

KFKGKATLTADTS S S ^AYMQLS SLTSED S AVYYCAYYDAAGP WFAYWGQGTLVTVS S 

25 SEQ ID NO. 58 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGW 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 
• SEQ ID NO. 59 

30 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLCMWQAPGQGLEWIGDIYPGGGY^ 
KFKGKATLTADTSSSTAYMELSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 60 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNZWLGW 
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KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWi 



GQGTLVTVSS 
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SEQ ID NO. 61 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCK^GYTPTNYT^GWVKQRPGQGIjEWIGDIYPGGGYTNyHE 
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KPKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 
SEQ ID NO. 62 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTPTNYWIiGWVRQAPGQGItEWIGDXYPGGGYTBreUE 
KPKGKATLTADTSTSTA^SSLTS^v^^^^^^^^^ 

SEQ ID NO. 63 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT 

EDSAVYPCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 



KPKGKATLTADTSTS TAYMELS SLRS 



SEQ ID NO. 64 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTPTWyMIjGWVRQAPGQGIjBWIGDIYPGGGXTNYNE 
KFKGKATLTADTSTSTAYMBIiSSLTSEDSAVYYCAYYDAAGPWPAYWGQGTIiVTVSS 

SEQ ID NO. 65 

QVQIiVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTHYWIiGKVKQRPGQGIjEWIGDIYPGQGYTNTOE 
•KPKGKATI.TADTSTSTAXMEIjSSLRSEDTAVyPCAYYDAAGPWFAyWGQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 66 

QVQLVQSGAEWKKPGASVKVSCKASGYTF'IWywLGjjVKQRPGQGIiEWIGDIYPGGGYTNYME 
KPKGKATLTADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWFAyWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 67 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVPCKASGYTPTNYWLGWVKQRPGQGLBWIGDIYPGGGYTNYME 
KFKGKATI.TADTSTSTAY^SSLRSEBTAVYVCAY^AAGPWFAYV.GQGTLVTVSS 

SEQ ID NO. 68 

KPKGKATLTADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVyYCAYMJAAGPWFAyWGQGTTjVTVSS 



SEQ ID NO. .69 



QVQLVQS GAEVKKPGAS VKVS CKASG YTFTNYWLGPJVROAPGQGLEWI GD I.Y PGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSTSTAY^LSSLRSEDTAVYY^YYDAAGPWPAYWGQGTLVTVSS ' 



GQGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
SS 




5 SEQ ID NO. 70 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVS CKASGYTFTNYWLGWVRQAP' 

KFKGKATLTADTSTSTAYI^LSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTV; 
SEQ ID NO. 71 
> QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWIiGWVKQ 

KFKGKATLTADTSTSTAYMELSSLTSEDSAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 72 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVS CKASGYTPTNYWIjGWVKQRPGQGLBWIQDIYPGGGYTNXME 
KPKGKATLTADTSTSTAXMELSSLRSEDTAVYFCAYYDAAGPWFAYWQQGTTVTVSS 

SEQ ID NO. 73 

QVQLVQSGAEVKKPGASV1CVSCKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGLEWIGDIY 
KFKGKATLTADTS S S TAYMQLS SLTS EDS AVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTVS S 

SEQ ID NO. 74 

QVQLVQSGAEV^CKPGASVKVSCKASGYTFINYW^ 

KFKGip^TLTADTSTSTAYJVffiLSSIjTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTVSS 
SEQ ID NO. 75 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGQGLEWIGDIYPGGGYT^ 
KFKGRVTITADTS TS TAYMEL S SLRS EDTAVYF CAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVS S 

• SEQ ID NO. 76 

KFKQRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAYT(DAAGPWFAYWGQGTLVTVSS 
SEQ ID NO. 77 

QVQLVQSGAEVIOCPGASVKVSCKASGYTPTITYWLGTWKQI^GQGLEWIGDIYPGGGYTIJYNE 
KFKGRVTITADTSTSTAXMELSSLRSEDTAVyycAYVDAAGPWPAYWGQGTLVTVSS 
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SEQ ID NO. 78- 

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVS CKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGLE^GD I YPGGGYTNY]^ 
KFKGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTLVTVSS • 

SEQ ID NO. IS 

QVQLVQS ^^VK^GASVKVSCKASGYTFTNYWLGWVRQAPGQGLEWMGD I YPGGGYTNYNE 
KFKGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAYYDAAGPWFAYWGQGTLV^^ 



10 variable" leinhh^ Kefcten 



SEQ ID NO. 80 




DIQPCTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPIO^LIYKVSNRPSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRA 

15 

SEQ ID NO. 81 

DIVITQTPLSLPVSLGDQASISOISSQSI^SNGNTYI^QKPGQSPKLLIYKVSN^^ 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPYTFGGGTKLEIKRA 

20 SEQ ID NO. 82 

DIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLELKRA 




SEQ ID NO. 83 

25 DVLMTQTPLSLPVSLGDQAS ISCRS SQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLI YKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLiaSRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRA 

SEQ ID NO. 84 

. DVIjMTQTPLSLPVSLGDQAS I S CRS SQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQS PKLL I YKVSNRFSG 
30 VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLELKRA 

SEQ ID NO. 85 

. DIQMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLiYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKVEIKRA' 

35 
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SEQ ID NO. 86 

DIQMTQSPLSLPVTPGEPASI^CRSSQSIVHSNC^YLEWYI.QKPGQSPKLLiyKVSNRPSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVTYTFGQGTKVEIKRA 

5 SEQ ID NO. 87 

DIQMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYIiQKPGQSPQLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 88 

10 DIQMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGQGTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 89 

DIVMTQSPLSLPWPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 
15 VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKVEIKRA 

SEQ ID NO. 90 

DIV1OTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGQGTKVEIKRA 

20 

SEQ ID NO. 91 

DIVMTQS PLSLPVTPGEPAS I S CRS SQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQS PQLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKVEIKRA 




25 SEQ ID NO. 92 

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWnfLQKPGQSPQLLIYKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPYTFGQGTKVEIKRA 

• SEQ ID NO. 93 

30 DIVMTQTPLSLPVTPGQPAS IS CRS SQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQS PQLLIYKVSNRFSG 
VPDRFS GSGS GTDFTLKI SRVEAEDVGVYYCFQGSHVP YTFGQGTKVE IKRA 

SEQ ID NO. 94 

DI VMTQTPLSLS VTPGQPAS I S CRS S QS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQS PQLL I YKVSNRFSG 
35 VPDRFS GSGS GTDFTLKI S RVEAEDVGVYYCFQGSHVP YTFGQGTKVE IKRA 
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VH/VIi Paanmq an 

Mausantikorper 

5 

Karol SEQ ID NO. 46 

SEQ ID NO. 80 



10 



Karo2 SEQ ID NO. 47 

SEQ ID NO. 81 

Karo3 SEQ ID NO. 48 

SEQ ID NO. 80 



15 Karo4 SEQ ID NO. 50 

SEQ ID NO. 80 




Karo5 

20 

KaroS 




Karo8 



30 Karo9 



SEQ ID NO. 53 
SEQ ID NO. 82 

SEQ ID NO. 52 
SEQ ID NO. 83 

SEQ ID NO. 55 
SEQ ID NO. 83 

SEQ ID NO. 54 
SEQ ID NO. 80 

SEQ ID NO. 51 
SEQ ID NO. 83 



Karol 0 

35 



SEQ ID NO. 49 
SEQ ID NO. 80 
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humanisierte Sequenzen 

Karoll SEQ ID NO. 56 

SEQ ID NO. 90 

5 

Karol2 SEQ ID NO. 57 

SEQ ID NO. 90 



10 




Karol3 SEQ ID NO. 57 

SEQ ID NO. 86 

Karol4 SEQ ID NO. 58 

SEQ ID NO. 87 



15 Karol5 SEQ ID NO. 56 

SEQ ID NO. 91 

Karol6 SEQ ID NO. 59 

SEQ ID NO. 91 

20 

Karol7 SEQ ID NO. 60 

SEQ ID NO. 87 



Karoie SEQ lb NO. 61 

SEQ ID NO. 90 

Karol9 SEQ ID NO. 56 

SEQ ID NO. 88 



30 Karo20 SEQ ID NO. 56 

SEQ ID NO. 85 




25 



Karo21 

35 



SEQ ID NO. 59 
SEQ ID NO. 90 



Karo22 



SEQ ID NO. 62 
SEQ ID NO. 90 



Karo23 

5 

Karo24 



10 Karo25 




15 

Karo27 



Karo28 

20 

Karo29 




25 Karo3 0 



Karo31 

30 

Karo32 



Karo33 

35 



SEQ ID NO. 59 
SEQ ID NO. 86 

■ SEQ ID NO. 74 
SEQ ID NO. 92 

SEQ ID NO. 63 
SEQ ID NO. 87 

SEQ ID NO. 74 
SEQ ID NO. 87 

SEQ ID NO. 74 
SEQ ID NO. 89 

SEQ ID NO. 74 
SEQ ID NO. 85 

SEQ ID NO. 64 
SEQ ID NO. 86 

SEQ ID NO. 74 
SEQ ID NO. 86 

SEQ ID NO. 63 
SEQ ID NO. 86 

SEQ ID NO. 65 
SEQ ID NO. 85 

SEQ ID NO. 65 
SEQ ID NO. 86 



Karo34 



5 Karo35 



Karo3 6 



10 




Karo3 8 

15 

Karo39 



20 Karo40 
Raro4l 

25 

Karo42 
• Karo43 

30 

Karo44 
35 Karo45 
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SEQ ID NO. 66 
SEQ ID NO. 85 

SEQ ID NO. 67 
SEQ ID NO. 87 

SEQ ID NO. 68 
SEQ ID NO. 86 

SEQ ID NO. 72 
SEQ ID NO. 88 

SEQ ID NO. 69 
SEQ ID NO. 90 

SEQ ID NO. 70 
SEQ ID NO. 90 

SEQ ID NO. 69 
SEQ ID NO. 92 

SEQ ID NO. 73 
SEQ ID NO. 86 

SEQ ID NO. 69 
SEQ ID NO. 89 

SEQ ID NO. 71 
SEQ ID NO . • 92 

SEQ ID NO. 56 
SEQ. ID NO. 86 

SEQ ID NO. 65 
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SEQ ID NO. 92 
yerschiedene single chain EV i?™*— ~ 

5 SEQ ID NO. 95 

QVQLKE S GAEL VRPGTS VKI S CK ^^GYTPTNYWLGWVKQRPGHGLEl)\riGD I YPGGGYTNYNE 

KPKGKA.TLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPGPAYWGQGTTVTVSSASSGG 
GGSGGGGSGGSARDIQMTQTPLSIjPVSLGDQAS IS CRS SQS rVHSNGNTYIiEWYLQKPGQS P 

KLLIYKVSNP^SGVPDRFSGSGSGTDPTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEI 
KRAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 96 

QVQLKESGAEIiVRPGTSVKISCKASGVTFTNYWLQWVKQRPGHQLEWIGDIYPGGGyTHYlSE 

KFKGKATljTADTSSSTAYMQIjSSIiTSEDSAVYPCaYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSASSGS 
<^ S » IC ^TP LS ^ SL ^ iscmsqsivhsn<3ntxlebyiqkpgqspki _ liykvsh 

RPSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDIiGVYYCFQGSHVPYTPGGGTKLEIKRAAAHHHH 
HHGAAEQKLISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 97 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTPTKYWIiGWVKQRPGHGIiEWIGDIYPGGGYTlTXKE 
™ TL TA OTSSSTA ^ LSSLTSmsaTOp ^ y ^ pGFAywGQGTTvTvssAssQG 

HGAAEQKLISEEDLNGAA 




. SEQ ID NO. 98 

QVQLK ES GA E LVP.P CTS V K ISC KaS GYTF^ Sm ^ QEPGHQLEWI ^ IYpGGGYM 

KFKGKATZiTADTSSSTAXMQLSSLTSEDSAVYFCAYVDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSASSGS 
SADIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCP^SQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRF 

GAAEQKL I SEEDIiNGAA 
SEQ ID NO.. 99 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTWYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTHYUE 
KFKGKATLTADTSSSTAyMQLSSLTSEDSAVYFCAyYDAAGPGPAYWGQGTTVTVSSASSSS 



ADIQMTQTPLSLPVSLGDQAS IS CRSSQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQS PKLLI YKVSNRFS 

<^DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGT^ 
AAEQKLISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 100 

QVQLKESGAELWPGTSVKISCKASGYTFTimJLGWVKQRPGHGLEWIGDiyPGGGYTNYl^ 
KFKGKATLTADTS SSTAYMQLS S LTSEDS AVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVS SAS S S A 
DIQMTQTPLSLPVSLGDQASIS CRSSQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLI YKVSNRFSG 

VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGA 
AEQKLISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 101 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWV^ 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSIiTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSASSAD 

IQMTQTPLSLPVSLGDQASIS(^SSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGV 

PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGAA 
EQKLISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 102 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSASADI 
QMTQTPLSLPVSLGDQAS IS CRS S QS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQS PKLLI YKVSNRF SGVP 

DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGAAE 
QKLlSEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 103 

QVQLKESGAELWPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYN^ 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVWSSAA^ 

MTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPD 

RFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGAAEQ 
KLISEEDLNGAA 

SEQ ID.' NO. 104 

QVQLKESGAELWPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSSADIQM 
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TQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSN^^ 

FSGSGSGTDFTLKISRVE2^DLGVYYCFQGSHVPYT 
LISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 105 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNY^ 
KFKGKATLTADTS S STAYMQLS SLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVS SDI QMT 

QTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYI.EWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRF 

SGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGAAEQKL 
ISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 106 

QVQLKESGAELWPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVRQRPGHGLEWIGDIYP 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPGFAYWGQGTTVTVSDIQMTQ 
TPLS ^V S LGDQASISCRSSQSIVH S NGNTY^ 

GS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLE IKRAAAHHHHHHGAAEQKLI 
SEEDLNGAA 

a 

Murine Antiko-rp^r- 
SEQ ID NO. 107 

DI VITQTPLSLPVSLGDQAS I S CRS S QSLLHSNGNTYLHWYLQKPGQS PKLLI YKVSNRFSG 

3IFP 



VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPYTFGGGTKLEIKRADAAPTVS- 

PSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSIQDSTYSMSSTIiTL 
TKDEYERHNS YTCEATHKTSTS PIVKSFNRNEC 

SEQ ID NO. 108 

DIQMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSG 

VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPYTFGGGTKLEIKPADAAPTV'SIFP 

PSSEQLTSGGASWCFI^YPKDINVR^IDGSERQNGVmsWTDQDSKDSTYSMSSTLTL 
TKDE YERHN S YTCEATHKTS TS P I VKS FNRNE C 

SEQ ID NO. 109 

QVQLKQSGAELWPGTSVKISCKASGYTFimWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGSYI^ 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARYDNHYFDYWGQGTTLWSESQSFPNV 
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FPLVSCESPLSDKNLV^I^ 
QVLLSPKSIIiEGSDEYLVCKIHYGK3KNRDI^ 

KLICEATNPTPKPIWSWLKDGKLVESGFTTDPVTIENKGSTPQTYKVISTLTISEIDTO^ 

NVYTCRVDHRGLTFLKNVSSTCAASPSTDILTFTIPPSFADIFLSKSANLTCLVS1CLA 

LNI S WAS QSGEPLETKIKIMESHPNGTFSAKGVASVCVEDWNNRKE FVCTVTHPJDL PSPQKK 

FISKPNEVHKHPPAVYI^PPAREQI^RESATVTC^VKGFSPADISVQWLQRGQ^^ 

TSAPMPEPGAPGFYFTHSILTVTEEEWNSGETYTCVVGHEAIjPHLVTERTVDjECSTGKPTLYN 
VSLIMSDTGGTCY 



SEQ ID NO. 110 

QVQLKES GAEL VRPGTS VKI S CKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGD I YPGGGYTNYNE 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPl^AYWGQGTT^ 
NVFPLVSCESPLSDKNLVAMGCI^PLPSTISFTWNYQNNTEVIQGIRTFPTLRTGGI^ 
TSQVLLS PKS ^EGSDE YLVCKIHYGGKNRDIjHVP IPAVAEMNPNVNVFVPPRDGFSGPAPR 

KSKLICFATNFTPKPITVSWLKDGKLVESGFTTDPVTIENKGSTPQTYKVISTLTISEIDWL 
NLNVYTGRVDHRGLTFIiKNVSSTC 

ETLNISWASQSGEPLETKIKIMESHPNGTFSAKGVASVCVEDWNNRKEFVCTVTHR^^ 
KKFI S ^NEVHKHPPAVYLLPPAREQLNLRES ATVTCLVKGFS PAD I SVQWLQRGQLLPQEK 

YVTSAPMPEPGAPGFYFTHSILTVTEEEWNSGETYTCVVGHEAIjPHLVTERTVDKSTG 
YNVSL IMSDTGGTCY 



mIgM-Karo2 SEQ ID NO. 109 

SEQ ID NO. 107 

mIgM-Karo4 SEQ ID NO. 110 

SEQ ID NO. 108 

Chimare Antiknrp pr (Maua/MpncnM 
SEQ ID NO. Ill 

QVQLKESGAEL VRPGTS VKI S CKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWI GD I YPGGGYTNYNE 

KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAYYDAAGPWFAYWGQGTTVTVSGSTKGP 
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL^ 
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKICVEPKSCDKTHTCPPCPAPEIjLGGPSVF 
KDTLMI ^^^SVTCVVVDVSHEDPEVKFT!5WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVLTVIi 



94 

HQDWI^GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSIUD 

FYPSDIAVEWESNGQPENNYICTTPPVLDSDGSFFLYSKL 
NHYTQKSLSLSPGK 

SEQ ID NO. 112 

QVQLKESGAELVRPGTSVKISCKJ^GYTPTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYITO 
KFKGKATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYPCAYYDAAGPWPAYWGQGTTVTVSGSASAP 

TLFPLVSCENSPSDTSSyAVGCLAQDPLPDSITLSWKYKNNSDISSTRGFPSVLRGGKYAAT 
SQVLLPSKDVMQGTDEHVVCKVQHPNGNKEKNVPLPViAELPPKV'SV 

KLICQATGFSPRQIQVSWLREGKQVGSGVTTDQVQAEAKESGPTTYK^STLTIKESDWLGQ 
SMFTCRVDHRGLTFQQNAS SMCVPDQDTAIRVFAI PPS FAS I FLTKSTKLTCLVTDLTTYDS 
^SWTRQNGEAVKTHTNISESHP^^ 

TISRPKGVALHRPDVYLLPPAREQLNLRESATITCLVTGFSPADVFVQW4QRGQPLSPEKYV 

TSAPMPEPQAPGRYFAHSILTVSEEEWNTGETYTCVVAHEALPNR 
VSLVMSDTAGTCY 

SEQ ID NO. 113 

D IQMTQTPLSLPVSLGDQAS I S CRS SQS I VHSNGNTYLEWYLQKPGQS PKLLI YKVSNRFSG 
VPDRFSGSGSGTDFTLKI SRVEAEDLGVYYCFQGSHVP YTFGGGTKLE I KRTVAAPS VFI FP 

PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL 
S KAD YEKHKVYACE VTHQGLS S P VTKS FNRGE C 

chimare Antikorper 

dgG-Karo4 SEQ ID NO. ill 

SEQ ID NO. 113 



cIgM-Karp4 



SEQ ID NO. 112 
SEQ ID NO. 113 



1. Erkennungsmolekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine 
Aminosauresequenz umfasst, die 

(i) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. l und 

(ii) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 2 oder 3 und 

(iii) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 4, 5 oder 6 
enthalt und 

das Antigen Core-l spezifisch bindet, 

2. Erkennungsmolekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet 
dass es weiterhin eine Aminosauresequenz umfasst, die 

(i) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 7 oder 8 oder 9 und 

(ii) die Aminosauresequenz SEQ id NO. 10 oder 11 und 

(iii) die Aminosauresequenz SEQ id NO.. 12 oder 13 enthalt 
und 

das Antigen Core-l spezifisch bindet. 

3. Erkennungsmolekul nach einem - der Anspruche 1 oder 2 
dadurch gekennzeichnet, dass es durch Mutation, Deletion 
und/oder Insertion in mindestens einer der Seguenzen SEQ ID 
NO. 1 bis 13 modifiziert ist und das Antigen Core-l 
spezifisch bindet. 

4. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens eine Aminosaure mindestens 
exner Sequenz gemaS SEQ ID NO. 1 bis' 13 durch eine 
Aminosaure mit analogen physikochemischen Eigenschaf ten 
ersetzt ist und dass das Erkennungsmolekul das Antigen 
Core-l spezifisch bindet. 

5. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet,. dass die. Sequenz SEQ ID NO. 1 durch eine 
aquivalente kanonische Strukturvariante gemaS SEQ ID NO 14 
bio 17 ersetzt ist und/oder mindestens eine Sequenz der 
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Sequent SEQ ID NO. 2 oder 3 durch eine aquivalente 
kanonische Strukturvariante gemag SEQ ID NO.. 18 bis 27 
ersetzt ist und/oder mindestens eine Sequenz gemaS SEQ ID 
NO. 7 bis 9 durch eine aquivalente kanonische 
Strukturvariante gemaS SEQ ID NO. 2 8 bis 45 ersetzt ist und 
• das Erkennungsmolekul das Antigen Core-1 spezifisch bindet. 

. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass es Aminosauresequenzen umfasst, die 
mindestens eine Homologie von mindestens 60%, vorzugsweise 
70%, bevorzugt 80%, ganz besonders bevorzugt 90%, gegenuber 
den Sequenzen SEQ ID NO. i bis 13 aufweist, wobei ' das 
Erkennungsmolekul das. Antigen Core-1 spezifisch bindet. 

Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass es weiterhin Gerustsequenzen umfasst, 
die die Aminosauresequenzen voneinander trennen, 
einschlieSen und/oder flankieren. 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gerustsequenzen ausgewahlt sind aus der Gruppe 
umfassend die Immunglobulin-Superf amilie, Protease- 
Inhibitoren, Lektine, Helix-Bundel-Proteine und/oder 
Lipocaline . 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, daS s die Gerustsequenzen 

Antikorpergerustsequenzen sind. 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Antikorpergerustsequenzen fur das Erken- 
nungsmolekul nach Anspruch l Sequenzen der variablen 
schweren Kette VH und die Antikorpergerustsequenzen fur die 
zusatzlichen Sequenzen des Erkennungsmolekuls nach Anspruch 
2 Sequenzen der variablen leichten Kette VL' sind. 
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11. Erkennungsmolekul nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Antikorpergerustsequenzen murinen 
Ursprungs sind. 

12. Erkennungsmolekul nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gefcenn- 
zeichnet, dass die AntikSrpergeriistsequenzen humanen 
Ursprungs sind. 

13. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 9 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Antikorpergerustsequenzen 
aus Gerastsequenzen oder Kombinationen der Gerustsequenzen 
gemaE den Anspruchen 11 oder 12 abgeleitet sind. 

14. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 8 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Antikorpergerxist-sequenzen 
a) FRH1, FRH2, FRH3 und FRH4 fur die variable schwere 

Kette VH f olgende Aminosauresequenzen sind, wobei die 
Aminosaureposition der Nummerierung nach Kabat 
entspricht : 
fur FRHl an Position 



1 


Q' oder E 


2 


V 


3 


Q, K oder 


4 


L 


5 


K oder V 


6 


E oder Q 


7 


S 


8 


G 


9 


A 


10 


E 


11 


L oder V 


12 


V oder K 


13 


R Oder K 


14 


P 


15 


G 
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16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

26 
27 
28 
29 
30 

fur FRH2 an Position 36 

37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 

fur FRH3 an Position 66" 

67 
68 
69 
70 
71 




T Oder A 

S 

V 

K 

I oder V 
S oder P 
C 
K 

A, V, S oder T 

S 

G 

Y, F, S oder D 
T 

F, L oder I 

T 

W 

V 

K oder R 
Q 

R oder A 

P 

G 

H oder Q 

G 

L 

E 

W oder R 
I oder M 
G 

K oder R 
A oder V 
T 

L oder M 
T 

A, L oder T 



10 



• 



15 



20 




25 
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72 D 

73 T 

74 S 

75 s oder T 

76 s 

77 T 

78 A 

79 Y 

80 M 

81 Q oder E 

82 L 



82a S 

82b s oder R 

82c L 

83 t oder R 

84 S 

85 E 

86 D 

87 s oder T 

88 a 

89 v 

90 Y 

91 P oder Y 

92 c 

93 A 

94 y, k oder R 



fttr FRH4 an Position 103 



W 



30 



35 



104 G 

105 Q 

106 G 

107 T 

108 T, s oder L 

109 v oder L 

110 T 

111 V 



100 



112 S 
: 113 S Oder A 

b) FRLi, FRL2 , FRL3 und FRL4 fur die variable leichte 
Kette VL folgende Aminosauresequenzen sind, wobei die 
Aminosaureposition der Nummerierung nach Kabat 



entspricht 

fur PRL1 an Position 1 



fur PRL2 an Position 



D 

2 I, V Oder L 

3 Q Oder L 

4 m 

5 T 

6 Q 

7 T oder S 

8 P 

9 L 



10 


o 






11 


L 






12 


P 






13 


V 






14 


s 


oder 


T 


15 


L 


Oder 


P 


16 


G 






17 


D 


oder 


E 


18 


Q 


oder 


P 


19 


A 






20 


S 






21 


I 






22 


S 






23 


c 






35' 


w 






36 


Y 






37 


•L 






38 


Q 






39 


K 






40 


P 
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41 G 

.42 Q 

43 S 

44 P 

5 45 K Oder Q 

46 L 

47 L 

48 I oder V 

49 Y 

10 fur FRL3 an Position 57 G 



15 



20 



58 V 

59 P 

60 D 

61 R 

62 F 

63 S 

64 G 

65 S 

66 G 

67 S 

68 G 

69 T 

k 70 D 

71 p 

72 T 

73 L 

74 K 

75 I 

76 S 

77 R 

78 V 

79 E 

80 A 

81 E 

82 D 




25 



30 



35 



fur PRL4 an Position 
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q *a 

OJ 


T 




G 


O 3 


TT 

V 


Q C. 

ob 


X 


O / 


Y 


Q Q 

o o 


C 




F 


Q Q 


G 


t a a 
10 0 


G 


T A 1 

101 


G 


102 


T 


103 


K 


T A VI 
104 


L 


1 a tr 
105 


E 


106 


I 


106a 


K 


107 


R 


108 


A 



1.5. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadureh gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul eine 
Seguenz gemafi SEQ ID NO. 46 bis 94 umf asst . 

16. Erkennungsmolekiil nach Anspruch 15, dadureh gekennzeichnet, 
dass das Erkennungsmolekul eine Kombination der Sequenzen 
SEQ ID NO. 46 und 80, oder SEQ ID NO. 47 und 81, oder SEQ 
ID NO. 48 und 80, oder SEQ ID NO. 50 und 80, oder SEQ ID 
NO. 53 und 82, oder SEQ ID NO. 52 und 83, oder SEQ ID NO. 
55 und 83, oder SEQ ID NO. 54 und 80, oder SEQ ID NO. 51 
und 83, oder SEQ ID NO. 49 und 80, oder SEQ ID NO. 56 und 
90, oder SEQ ID NO. 57 und 90, oder SEQ ID NO. 57 und 86, 
Oder SEQ ID NO. 58 und 87, oder SEQ ID NO. 56 und 91, oder 
SEQ ID NO, 59 und 91, oder SEQ ID NO. 60 und 87, Oder SEQ 
ID NO. 61 und 90, oder SEQ ID NO. 56 und 88, 0 a e r SEQ ID- 
NO. 56 und 85, oder SEQ ID NO. 59 und 90, oder SEQ ID NO. 
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62 und 90, oder SEQ ID NO. 59 und 86, Oder SEQ ID NO. 74 
und 92, oder SEQ ID NO. 63 und 87, oder SEQ ID NO. 74 und 
87, oder SEQ ID NO. 74 und 89, oder SEQ ID NO. 74 und 85, 
Oder SEQ ID NO. 64 und 86, oder SEQ ID NO. 74 und 86, oder 
SEQ ID NO. 63 und 86, oder SEQ ID NO. 65 und. 85, oder SEQ 
ID NO. 65 und 86, oder SEQ ID NO. 66 und 85, oder SEQ ID 
NO. 67 und 87, oder SEQ ID NO. 68 und 86, oder SEQ ID NO. 
72 und 88, oder SEQ ID NO. 69 und 90, Oder SEQ ID NO. 70 
und 90, oder SEQ ID NO. 69 und 92, oder SEQ ID NO.. 73 und 
86, "oder SEQ ID NO. 69 und 89, oder SEQ ID NO. 71 und 92, 
Oder SEQ ID NO. 56 und 86, oder SEQ ID NO. 65 und 92 
umf asst . 

17. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeiehnet, dass die variable schwere Kette VH 
und die variable leichte Kette VL auf verschiedenen 
Polypeptidketten liegen. 

18. Erkennungsmolekul nacb einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeiehnet, dass die variable schwere Kette VH 
und die variable leichte Kette VL miteinander in einem 
Pusionsprotein direkt verbunden sind. 

19. Erkennungsmolekul nach Anspruch 18, dadurch gekennzeiehnet, 
dass die Ketten in dem Pusionsprotein uber einen Linker 
verbunden sind. 

20. Erkennungsmolekul nach Anspruch 19, dadurch gekennzeiehnet, 
dass der Linker aus 1 bis 9 Aminosauren besteht. 

21. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis -20, 
dadurch gekennzeiehnet, dass das Erkennungsmolekul zusatz- 
liche His-Tag,. myc-Tag, Lysin-reiche Sequenzen und/oder 
Multimerisierungssequenzen umf asst. 
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22. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, dass es von einem Immunglobulin 
abgeleitet ist. 

23. Erkennungsmolekul nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
dass es ein single chain Ant ikSrper fragment, ein Multibody, 
ein Fab-Fragment, ein Fusionsprotein aus einem 
Antikorperfragment mit Peptiden oder Proteinen und/oder ein 
Immunglobulin der Isotypen IgG, igM, igA, IgE, IgD und/oder 
deren Subklassen ist. 

24. Erkennungsmolekul nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
dass es ein muriner, chimarisierter, humanisierter, 
humaner, partiell humaner Antikorper oder 
Ant ikdrper fragment ist. 

25. Erkennungsmolekul nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
dass es ein IgM ohne J Kette ist. 

26. Erkennungsmolekul nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, 
dass es eine Sequenz gemaS SEQ ID NO. 95 bis 113 umf asst . 

27. Konstrukt umfassend die Erkennungsmolekule nach einem der 
Anspruche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Erkennungsmolekule mit Zusatzsequenzen und/oder Strukturen 
fusioniert, chemisch gekoppelt oder ni cht -koval ent 
assoziiert sind. 

28. Konstrukt nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Erkennungsmolekule mit (i) Immunglobulindomanen 
verschiedener Spezies, (ii) Enzymmolektilen, (iii) 
Interaktionsdomanen, (iv) Domanen zur Stabilisierung, (v) 
Signalsequenzen, (vi) Fluoreszenzf arbstoff en, (vii) 
Toxinen, (viii) katalytischen Antikorpern, (ix) einem oder 
mehreren Antikorpern oder Antikorper fragment en mit anderer 
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Spezifitat, (x) zytolytischen Komponenten, (xi) 
Imraunmodulatoren, (xii) Immunef f ektoren, (xiii) MHC-Klasse 
I Oder Klasse II Antigenen, (xiv) Chelatoren zur 
radioaktiven Markierung, (xv) Radioisotopes (xvi) 
Liposomen, (xvii) Transmembrandomanen , (xviii) Viren 
und/oder (xix) Zellen fusioniert, chemisch gekoppelt, 
kovalent oder nicht-kovalent assoziiert sind. 

29. Konstrukt nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass 
die. -Zellen Makrophagen sind. 

30. Isoliertes Nukleinsauremolekul umfassend Nukleinsaure- 
sequenzen, die die Aminosaureseguenz von mindestens einem 
Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 26 oder 
ein Konstrukt nach einem der Anspruche 2 7 bis 29 kodiert. 

31. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 30, dadurch gekennzeich- 
net, dass es eine genomische DNA, eine cDNA und/oder eine 
RNA ist. 

32. Expressionskassette oder Vektor umfassend ein Nukleinsaure- 
molekul nach einem der Anspruche 30 oder 31 und einen 
Promotor, der operativ mit der Nukleinsaure verknupft ist. 

33. Virus umfassend mindestens einen Vektor oder eine 
Expressionskassette nach Anspruch 32. 

34 . Wirtszelle umfassend mindestens einen Vektor oder eine 
Expressionskassette nach Anspruch 32. 



35. Wirtszelle nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie eine prokaryontische oder eukaryontische Zelle ist. 
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36. Wirtszelle nach Anspruch 35, dadurdi gekennzeichnet, dass 
•sie eine Bakterien-, Hefe-, Pflanzen-, Insekten- und/oder 

Saugerzelle 1st. 

37. Wirtszelle nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass 
die saugerzelle eine Hamster-, Maus- und/oder humane Zelle 
ist . 

38. Wirtszelle nach einem der Anspruche 34 bis 37, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Wirtzelle E. coli, S. cerevisiae, 
P. pastoris, D. melanogaster, CHO-K1, CHOdhfr-, NSO, SP2/0, 
HEK 293, COS-1, COS-7, Percy 6, Namalwa oder K562 ist. 

39. Wirtszelle nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Wirtszelle einen Ef f ektorzelle ist. 

40. Organismus umfassend mindestens eine Wirtszelle nach einem 
der Anspruche 34 bis 38. 

41. Organismus nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Organismus ein pflanzlicher oder tierischer transgener 
Organismus ist. 

42 . Zusammensetzung umfassend 

(i) mindestens ein Erkennungsmolekul nach einem der 
Anspruche 1 bis 26, 

(ii) mindestens ein Konstrukt nach einem der Anspruche 2*7 
bis 29 und/oder 

(iii) mindestens ein Nukleinsauremolekul nach Anspruch 30 
Oder 31. 

43. Zusammensetzung nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zusammensetzung. eine pharmazeutische Zusammen- 
setzung, gegebenenfalls mit einem pharmazeutisch ver- 
traglichen Trager, ist. 



44. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 4.2 oder 43, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekiil: 

(i) ein radioaktiv-markiertes Erkennungsmolekiil nach 
einem der Anspruche- 1 bis 26 und/oder 

(ii) ein nicht-markiertes Erkennungsmolekul nach einem 
der Anspruche 1 bis 26 umfasst. 

45. Zusammensetzung nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet , 
dass das Erkennungsmolekul ein Erkennungsmolekul nach 
Anspruch 26 umfasst. 

46. Zusammensetzung nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zusammensetzung eine Vakzinen-Zusammensetzung 1st.' 

47. Verfahren zur Herstellung von Erkennungsmolekulen nach 
einem der Anspriiche 1 bis 28 umfassend 

(i) Einbringen eines oder mehrerer Nukleinsauremolektile 
nach einem der Anspriiche 3 0 oder 31 und/oder einer 
Expressionskassette oder eines Vektors nach Anspruch 
32 in ein Virus nach Anspruch 33 oder in eine 
Wirtszelle nach einem der Anspruche 34 bis 39; 

(ii) Kultivierung der Wirtszellen oder des Virus unter 
geeigneten Bedingungen; und 

(iii) Gewinnung des . Erkennungsmolekul s , der 
Erkennungsmolekul tragenden Ef f ektorzelle oder des 
Virus, das ein Core-1 Antigen spezifisch erkennt . 

18. Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung nach einem 
der Anspriiche 42 bis 46, umfassend eine Kombination eines 
Erkennungsmolekiils nach einem der Anspriiche 1 bis 26, eines 
Konstruktes nach einem der Anspruche 27 bis 29, einer 
Nukleinsaure .nach Anspruch 30 .oder 31. und/oder. einem .Vektor 
nach Anspruch 32 mit einem pharmazeutisch geeigneten 
Trager, einer L6 sung und/oder einem Adjuvans. 



49. Verfahren nach Anspruch 48, weiterhin umfassend den Schritt 
der Formulierung der Zusammensetzung in. pharmazeutisch 
vertraglicher und/oder wirksamer Form. 

50. Verwendung eines Erkennungsmolekuls nach einem der 
Anspruche 1 bis 26, eines Konstruktes nach einem der 
Anspruche 27 bis 29, eines Nukleinsauremolekiils nach 
Anspruch 30 Oder 31, eines Vektors nach Anspruch 32, eines 
Virus nach Anspruch 33, einer Wirtszelle nach einem der 
Anspruche 34 bis 39, eines Organismus nach Anspruch 40 Oder 

41 und/oder einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 

42 bis 46 zur Prophylaxe, Prevention, Diagnose, 
Verminderung, Therapie, Verlauf skontrolle und/oder 
Nachbehandlung von Tumorerkrankungen und/oder Metastasen. 

51. Verwendung nach Anspruch 50 zur Prophylaxe, Prevention, 
Diagnose, Verminderung, Therapie, Verlauf skontrolle 
und/oder Nachbehandlung von Core-l positiven Tumor- 
erkrankungen und/oder Metastasen. 

52. Verwendung nach Anspruch 50 oder 51 zur Prophylaxe, . 
Prevention, Diagnose, Verminderung, Therapie, Verlaufs- 
kontrolle und/oder Nachbehandlung von Karzinomen. 



53. 



Verwendung nach Anspruch 52 zur Prophylaxe, Prevention, 
Diagnose, Verminderung, Therapie, Verlauf skontrolle 
und/oder Nachbehandlung von Mammakarzinomen, 

Gastrointestinaltumoren, einschliefilich Kolonkarzinomen, 
Magenkarzinomen, Pankreaskarzinomen, Dickdarmkrebs , 

Dunndarmkrebs , Ovarialkarzinomen, Zervikalkarzinomen, 
Lungenkrebs, Prostatakrebs , Nierenzellkarzinomen und/oder 
Leberme.tastasen . 
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54. Verwendung riach einem der Anspruche 50 bis 53 zur 
Prophylaxe, Prevention, Diagnose, Verminderung, .Therapie, 
Verlauf skontrolle und/oder Nachbehandlung der 
Metastasierung . 

55. Verwendung nach Anspruch 54, wobei das Erkennungsmolekul 
ein nicht markiertes Erkennungsmolekul nach Anspruch 26 
ist, das einem IgM oder IgG entspricht oder davon 
abgeleitet wurde. 

56. Verwendung nach einem der Anspruche 50 bis 55, wobei das 
Erkennungsmolekul ein radioaktiv-markiertes Erkennungs- 
molekul nach einem der Anspruche 1 bis 26 ist oder eines 
Konstruktes nach einem der Anspruche 27 bis 29. 

57. Verwendung nach Anspruch 56, wobei die Erkennungsmolekule 
Multibodies sind. 

58. Verwendung nach Anspruch 56, wobei das Erkennungsmolekul 
ein Erkennungsmolekul nach Anspruch 26 ist. 

59. Verwendung nach einem der Anspruche 50 bis 58, wobei das 
Erkennungsmolekul ein nicht markiertes Erkennungsmolekul 
nach einem der Anspruche 1 bis 26 oder eines Konstruktes 
nach einem der Anspruche 27 bis 29 und ein markiertes 
Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 26 oder 
eines Konstruktes nach einem der Anspruche 27 bis 29 ist, 
wobei beide Erkennungsmolekule oder Konstrukte . kombiniert 
sind. 

60. Verwendung nach Anspruch 59, wobei das nicht markierte 
Erkennungsmolekul ein Erkennungsmolekul nach Anspruch 26 
ist . 
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61. Verwendung nach Anspruch 59, wobei das mark.ierte Erken- 
nungsmolekul ein Erkennungsmolekul nach Anspruch 26 ist. 

62. Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums umfassend die 
Schritte des Anspruchs 47 zur Herstellung von Core-l 
spezifischen Erkennungsmolekulen und umfassend den Schritt 
der Formulierung der Erkennungsmolekule in einer 
diagnostisch geeigneten Form. 

63. Verfahren nach Anspruch 62, dadurch gekennzeicfanet , dass 
die Erkennungsmolekule biotinyliert , fluoreszenz- markiert, 
radioaktiv markiert, durch Enzymkopplung direkt markiert 
sind und/oder uber einen sekundaren entsprechend markierten 
Antikorper nachgewiesen werden. 

64. Verwendung von einem der Verfahren nach Anspruch 62 oder 
63, wobei das Erkennungsmolekul zur Diagnose von 
Tumorerkrankungen und/oder Metastasen, zur Prognose von 
Tumorerkrankungen und/oder zur Verlauf skontrolle von 
Tumorerkrankungen eingesetzt wird. 

65. Verwendung nach Anspruch 64, wobei die Tumorerkrankungen 
und/oder Metastasen die Leber betreffen. 

66. Verwendung nach Anspruch 64 und/oder des Verfahrens nach 
Anspruch- 63 oder 64 zur Diagnose fur das Antigen Core-l 
tragende Tumoren. 



67. Verwendung nach Anspruch 66, wobei die Tumore 
Mammakarzinome , Gastrointestinaltumore , einschliefilich 
Kolonkarzinome, Magenkarzinome, Pankreaskarzinome, 

Dickdarmkrebs , Dunndarmkrebs , Ovarialkarzinome , 

. Zervikalkarzinome, Lungenkrebs, Prostatakrebs, 

• Nierenzellkarzinome und/oder Lebermetastasen sind. 
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68. Verwendung von einem der Verfahren nach Anspruch 62 pder 
63, wobei die Erkennungsmolekule in einem Gewebsschnelltest 
zum immunhistologischen Nachweis eingesetzt werden. 

69. Verwendung nach einem der Anspruche 64 bis 67, wobei die 
Erkennungsmolekule in einem Gewebsschnelltest 
immunhistologischen Nachweis eingesetzt werden. 



zum 



70. Verwendung nach einem der Anspruche 64 bis 69, wobei- die 
Erkennungsmolekule in einem serologischen Test im Sandwich- 
Verfahren eingesetzt werden. 

71. Verwendung nach einem der Anspruche 64 bis 70, wobei die 
Erkennungsmolekule in einer in vivo Diagnostik in Form 
einer Radioimmundiagnostik, PET-Scan Verfahren und/oder 
Immunfluoreszenzendoskopie eingesetzt werden. 

72. Verwendung nach einem der Anspruche 64 bis 71, weiterhin 
umfassend mindestens einen weiteren AntikSrper gegen 
mindestens ein weiteres Tumorantigen und/oder gegen 
mindestens ein Tragermolekul des Core-1 Antigens. 

73. Kit umfassend ein Erkennungsmolekul gemaS einem der 
Anspruche 1 bis 26 und/oder ein Konstrukt gemaS einem der 
Anspruche 27 bis 29. 
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Zusaamenfa sgiiTiq 



Die Erfindung betrifft Erkennungsmolekule, die gegen Tumore 
gerichtet sind und zur Diagnose und Therapie von 
Tumorerkrankungen verwendet werden konnen. 
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